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1. Einleitung 
 

 

1.1. Das Hepatitis- C- Virus 
 

1.1.1. Entdeckung 

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) wurde erstmals 1989 als Erreger der damals so genannten 

parenteral übertragenen Non-A-/Non-B-Hepatitis(NANBH) mittels molekularbiologischer 

Methoden identifiziert. Zu diesem Zeitpunkt waren nur die Hepatitis-Viren A, B und D als 

Auslöser einer Hepatitis bekannt, welche seit den 70er Jahren mit serologischen Tests 

nachgewiesen werden konnten. Da aber trotz gründlicher Untersuchung der Blutspender 

auf Hepatitis-B-Virus nach wie vor viele Fälle von Posttransfusionshepatitiden auftraten, 

bezeichnete man jene Fälle, in denen eine durch Transfusion übertragene Hepatitis B oder 

A ausgeschlossen werden konnte als Non-A-/Non-B-Hepatitis. Ende der 70er Jahre gelang 

es dann erstmals den Arbeitsgruppen um H. ALTER sowie E. TABOR, Schimpansen mit dem 

Erreger der Non-A-/Non-B-Hepatitis zu infizieren und die Übertragbarkeit der Krankheit 

eindeutig zu beweisen. 

Allerdings war es zu diesem Zeitpunkt noch nicht möglich, den Erreger zu identifizieren, 

da er, im Gegensatz zum HAV und HBV, weder elektronenmikroskopisch noch mittels 

serologischen Verfahren nachweisbar war. 

Das entscheidende Experiment zur molekularen Charakterisierung gelang dann 1989 

(CHOO GL et al.) als man in einem aufwendigen Verfahren aus dem Plasma eines NANBH-

infizierten Schimpansen mittels randomisierter Klonierung von cDNA-Fragmenten eine 

Lambda-Phagen-DNA-Expressionsbibliothek gewinnen konnte. Anschließend konnte man 

dann Seren von Patienten, bei denen eine NANBH bestand, auf das Vorhandensein 

spezifischer Antikörper gegen die exprimierten hypothetischen Polypeptidfragmente 

viralen Ursprungs untersuchen. Schließlich gelang es, anhand einer kurzen HCV-

spezifischen Sequenz nach und nach das HCV-Genom zu klonieren und einen ersten 

serologischen Test für das HCV zu etablieren (CHOO et al., 1989). 
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Mittels serologischer Verfahren gelang es weiterhin auch nachzuweisen, dass der weitaus 

größte Teil der posttransfusionellen Hepatitiden auf eine Infektion mit dem HCV 

zurückzuführen ist. Dank entsprechender Fortschritte in der Diagnostik und Testung aller 

Blutspender auf Antikörper gegen HCV (Anti-HCV) und HCV RNA, ist es heute möglich, 

eine Infektion über Blutkonserven nahezu vollständig auszuschließen. Das Restrisiko 

hierfür wird in Deutschland mit 1:10.000.000 angegeben (NÜBLING CM ET AL., 2008). 

 

1.1.2. Taxonomie des HCV 

Das HCV wurde als eigene Gattung Hepacivirus in die Familie der Flaviviridae 

eingegliedert (VAN REGENMORTEL, MHV et al., 2000). Weitere Gattungen dieser Familie 

sind Flavivirus und die Pestivirus. Alle Vertreter dieser Familie sind behüllt und besitzen 

als Genom eine einsträngige RNA positiver Polarität. Die Erreger der Gattung Flavivirus 

rufen sowohl bei Menschen als auch bei Tieren eine große Anzahl von fieberhaften 

Virusinfektionen hervor. Hierzu zählen das Gelbfieber, das Dengue-Fieber, die 

Frühsommer-Meningoenzephalitis, das West-Nil-Fieber und die japanische B-Enzephalitis. 

Ihnen gemeinsam ist die Übertragung durch einen Arthropoden-Vektor. Die Viren der 

Gattung Pestivirus spielen vor allem bei Tieren als Krankheitserreger eine Rolle. Hierzu 

zählen unter anderem das Virus der klassischen Schweinepest, das Virus der Bovinen 

Virusdiarrhoe (BVDV) und das Virus der Border Disease der Schafe. 

 

1.1.3. HCV-Genotypen 

Seit Einführung molekularbiologischer Methoden hat die Anzahl vollständig sequenzierter 

HCV-Genome ständig zugenommen. Vergleicht man die Genome so zeigen sich teils 

erhebliche Sequenzunterschiede von mehr als 30 %. Daher war es sinnvoll, die HCV-

Isolate in Genotypen und Genosubtypen zu unterteilen. Zwischen HCV-Genotypen beträgt 

die Homologie der Aminosäure-Sequenzen weniger als 72 %. Bei einer Übereinstimmung 

von 72-86 % werden die Isolate dem gleichen Genotyp, jedoch unterschiedlichen Subtypen 

zugeordnet. Erst Isolate mit einer Sequenzhomologie größer als 86 % zählen zum gleichen 

Subtyp (SIMMONDS et al. 1994). Die Genotypen werden in der Reihenfolge ihrer 
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Entdeckung mit Ziffern, die Subtypen mit kleinen Buchstaben benannt. 

Allerdings ist bei dieser Einteilung zu beachten, daß das HCV keineswegs nur in 

einheitlicher Form im infizierten Patienten vorliegt, sondern vielmehr, wie es typisch für 

viele RNA-Viren ist, in einer großen Vielfalt von Varianten zirkuliert (Quasispezies), 

bedingt durch die hohe Mutationsrate, die mit 104 bis 105 pro Nukleotidposition und 

Replikationszyklus angegeben wird (HOLLAND JJ et al., 1992). 

Bei der Vielfalt der Genotypen ist zu berücksichtigen, daß die einzelnen Geno- und 

Subtypen ein regionales Verteilungsmuster aufweisen und manche Genotypen fast 

ausschließlich auf bestimmte geographische Regionen begrenzt sind. In Europa, Nord- und 

Südamerika sind die Genotypen 1a und 1b die häufigsten, gefolgt von den Genotypen 2 und 

3, wobei vor allem der Genotyp 3a eine hohe Prävalenz bei i.v. Drogenabhängigen hat. Die 

Genotypen 4-6 findet man in Deutschland eher selten, hierbei dürfte es sich vor allem um 

importierte Stämme aus Afrika und Asien handeln. In Deutschland ist der Subtyp 1b mit 44 

% vorherrschend, gefolgt vom Subtyp 1a mit 36 % (ROSS RS et al., 2000). 

Neben der großen Bedeutung der Genotypisierung für die HCV-Forschung, findet diese 

auch in der klinischen Praxis zahlreiche Anwendungen. Zum einen ist es möglich, anhand 

der Virussequenz Rückschlüsse auf den Übertragungsmodus und sogar den Infektionsweg 

zu ziehen. Zum anderen wurde postuliert, die Schwere des Krankheitsverlaufs sei vom 

Genotyp abhängig (MONDELLI MU et al., 1999). Ob diese Korrelation jedoch tatsächlich 

existiert, ist fragwürdig, da die Verteilung der Genotypen in den einzelnen Altersgruppen 

variiert. So findet man beispielsweise den Genotyp 1b, dem eine besonders starke 

Leberschädigung und das häufigere Auftreten von Zirrhose zugeschrieben wurde 

(NAGAYAMA K et al., 2000), vor allem bei älteren Patienten nach Bluttransfusionen. 

Insofern lässt es sich nicht klar zuordnen, ob die Schwere des Krankheitsverlaufs vom 

Genotyp oder eher von der Viruslast und von Alter und Allgemeinzustand des Patienten 

abhängig ist. 

Viel aussagekräftiger als für den Krankheitsverlauf ist der Genotyp für die Prognose einer 

geplanten Interferon-Therapie. Hier konnte in vielen Studien gezeigt werden, daß die 

Genotypen 2 und 3 durchweg bessere Ansprechraten auf eine Interferon-Therapie zeigten 

als andere Genotypen, insbesondere als Genotyp 1b, der als besonders therapieresistent gilt 

( ZEUZEM S ET AL., 2009; BOYER N et al., 2000). 
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1.1.4. Genomorganisation des HCV 

Das HCV enthält ein einzelsträngiges RNA-Genom positiver Polarität von ca. 9600 

Nukleotiden. Das Genom beginnt am 5’-Ende mit einer für alle Isolate in weiten 

Abschnitten konservierten nicht-codierenden Region (NCR) von 341 Nukleotiden (HAN JH 

et al., 1991), die eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) enthält und die Translation 

des HCV-Polyproteins von dem als mRNA dienenden RNA-Strang steuert. Der 5’-NCR 

folgt ein langer offener Leserahmen von ca. 9000 Nukleotiden, der für ein, je nach 

Virustyp, 3010-3033 Aminosäuren-langes Vorläufer-Polyprotein kodiert. Von diesem 

Polyprotein werden an bestimmten Schnittstellen einzelne Proteine co- oder 

posttranslational von wirtseigenen oder viruskodierten Proteasen abgespalten. Dabei 

entstehen aminoterminal die Strukturproteine Core, E1 und E2 und carboxyterminal die 

Nichtstrukturproteine p7, NS2-NS5B (SHARMA SD, 2010; GIANNINI C, 2003; REED KE et 

al., 2000). 

 

1.1.5. Das Core-Protein 

Am aminoterminalen Ende des HCV-Polyproteins liegt das Core-Protein mit einer Größe 

von 21 kDa. Mittlerweile ist es möglich, mit Hilfe von hochempfindlichen Enzym-

Immunoassays dieses Core-Protein bei virämischen Patienten im Serum nachzuweisen 

(AOYAGI ET al., 1999). Bisher wurden Core-Antigen-Assays vor allem zu 

Forschungszwecken verwendet, klinische Bedeutung könnten sie in Zukunft erlangen, da 

das Core-Antigen im Gegensatz zu den HCV-Antikörpern schon früher im Verlauf einer 

Infektion nachweisbar ist und somit das diagnostische Fenster verkleinert wird.  

Die genaue Regulation der Core-Prozessierung und die Funktion der dabei entstehenden 

Produkte sind bisher nicht vollständig aufgeklärt. Jedoch kennt man für das reife, 

zytoplasmatische Core eine Reihe von Funktionen: Es kann an RNA binden (SHIMOIKE T et 

al., 1999), es bildet Oligomere (MATSUMOTO M et al., 1996) und bindet an 

zytoplasmatische Lipidtröpfchen, was für die Virusmontage benötigt wird (MIYANARI Y et 

al., 2007).  
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Weiterhin schreibt man dem Core-Protein die Fähigkeit zur Aktivierung zellulärer und 

viraler Promotoren zu. Dies könnte eine Rolle in der Pathogenese einer HCV-Infektion und 

der Entwicklung eines hepatozellulären Karzinoms spielen. So wurde beispielsweise in 

einem Experiment mit transgenen Mäusen gezeigt, dass durch Core ein hepatozelluläres 

Karzinom in vivo induziert werden kann (MORIYA K et al., 1998).  

Ein anderes pathogenes Potential des Core-Proteins scheint in seiner Hemmung der fas-, c-

myc- und TNFα-induzierten Apoptose zu liegen (MARUSAWA H et al., 1999). Auf diesem 

Weg könnte Core zur Persistenz des Virus im Organismus beitragen.  

 

1.1.6. Epidemiologie und Übertragungswege 

Die chronische Hepatitis C ist weltweit verbreitet. Nach Schätzungen der WHO sind 

ungefähr 3% der gesamten Weltbevölkerung (also ca. 170 Millionen Menschen) mit HCV 

infiziert. Nach Daten des Robert-Koch-Institus gibt es in Deutschland ca. 400.000-500.000 

Virusträger, dies entspricht einer Prävalenz von 0,4-0,7%. Die Inzidenz neu diagnostizierter 

und an das RKI gemeldeter Infektionen lag im Jahr 2009 bei 7,5 Fällen pro 100.000 

Einwohner und ist somit ca. 7 mal höher als bei Hepatitis-A oder –B 

(Infektionsepidemiologisches Jahrbuch, Robert-Koch-Institut, 2009). Ähnliche Prävalenzen 

und Inzidenzen findet man in anderen westlichen Industrienationen (0,5-1,5 %). Da aber 

bei der chronischen Hepatitis C beschwerdelose Verläufe und persistierend normale 

Transaminasen häufig vorkommen, existiert vermutlich eine hohe Dunkelziffer. 

Die Prävalenz der Hepatitis C ist in bestimmten Risikogruppen signifikant höher, zum 

Beispiel bei i.v. Drogenabhängigen (HWANG LY ET AL., 2000). 

Die Übertragung des Hepatitis-C-Virus erfolgt in der Regel parenteral über Blut, 

Blutprodukte oder durch „needle-sharing“, bzw. heute häufiger durch das „Löffelteilen“ bei 

drogenabhängigen Patienten.  

Vor Einführung des Blutspenderscreenings auf Anti-HCV 1990 war die Gabe von Blut und 

Blutprodukten einer der häufigsten Übertragungswege des Hepatitis-C-Virus. Das Risiko, 

auch heute noch durch Blutprodukte mit HCV infiziert zu werden, wird seit vielen Jahren 

auf nahezu Null geschätzt (REGAN FA et al., 2000), insbesondere in Deutschland und 
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anderen Ländern, wo seit langem zusätzlich auf HCV-RNA untersucht wird (NÜBLING CM 

ET AL., 2009)  

In den entwickelten Ländern ist daher das Hauptrisiko für die Übertragung von HCV der 

intravenöse Drogenkonsum. Die gängige Praxis des „needle sharing“ und des 

„Löffelteilens“ bei i.v. Drogenabhängigen führte zu einer etwa 70%igen Durchseuchung 

(WOODFIELD DG, 1993). Auch Prozeduren wie Tätowierungen oder Piercings können bei 

fehlender Einhaltung hygienischer Standards zur Übertragung des Virus führen. Bei 

Verwendung von mehrfach benutzten Nadeln können auch die Akupunktur sowie andere 

medizinische Eingriffe zur Infektion führen. Letzteres ist vor allem in den 

Entwicklungsländern für einen großen Teil von Neuinfektionen verantwortlich, da dort aus 

Kostengründen Einweginjektionsmaterialien mehrfach verwendet werden (KANE et al., 

1999).  

Die Übertragung von HCV von einer Mutter auf ihr Kind ist relativ selten und erfolgt meist 

perinatal durch direkten Kontakt des Neugeborenen mit infektiösem Blut der Mutter. HCV-

RNA konnte sowohl im Wochenbett-Ausfluß als auch im Menstruationsblut nachgewiesen 

werden (KURAUCHI O et al., 1993). Das Risiko einer perinatalen Infektion ist mit 5% 

geringer als bei HBV oder HIV, jedoch gibt es im Gegensatz zu diesen Viren bei HCV 

keine gezielte Prophylaxe gegen die Übertragung.. Das Risiko einer vertikalen 

Transmission scheint mit der Höhe der HCV-RNA-Konzentration im mütterlichen Blut zu 

korrelieren und ist umso größer, je höher die Viruslast der Mutter ist (ROBERTS EA, 2002, 

DI DOMENICO C ET AL., 2006). 

Im Gegensatz zur Infektion mit HIV und HBV ist das Risiko einer sexuellen Übetragung 

bei HCV ausgesprochen gering. Mehrere Autoren konnten zeigen, daß sowohl bei 

heterosexuellen wie auch bei homosexuellen Partnern von HCV-Infizierten die 

Durchseuchungsrate niedrig ist. Da sich bei den infizierten Partnern häufig unterschiedliche 

Genotypen wie beim Partner zeigten, lässt dies auf andere Infektionsquellen schließen. 

Zudem konnte bisher in der Samenflüssigkeit, im Vaginalsekret und im Speichel keine 

HCV-RNA nachgewiesen werden (DEBONO E et al., 2000; FRIED MW et al., 1992). 

Das Risiko sich im medizinischen Bereich durch eine Nadelstichverletzung mit einer 

infizierten Kanüle etc. zu infizieren ist abhängig von der Menge des durch die Verletzung 
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übertragenen Bluts und von der Viruslast des Patienten. Durch Schleimhaut- oder 

Hautkontakt mit infiziertem Blut ohne gleichzeitige Hautverletzung ist bisher keine 

Infektion dokumentiert worden. 

 

1.2. Klinischer Verlauf einer HCV-Infektion 

 

Die akute Hepatitis C wird in diesem Stadium selten diagnostiziert, weil sie oftmals 

beschwerdefrei verläuft. Nur bei etwa 20-30% der Patienten mit akuter Hepatitis C tritt ein 

Ikterus auf. In der Mehrzahl der Fälle verläuft die akute Hepatitis C jedoch anikterisch mit 

uncharakteristischen Beschwerden wie Müdigkeit, Fieber, Übelkeit, reduzierter 

Leistungsfähigkeit, Gelenk- und Muskelschmerzen, teilweise auch völlig asymptomatisch. 

Fulminante Verläufe sind hingegen außerordentlich selten. Aus Untersuchungen an 

Patienten mit bekanntem Infektionszeitpunkt weiß man, daß die Inkubationszeit 2- 26 

Wochen, vorwiegend 6- 12 Wochen beträgt (ALBERTI A et al., 2002).  

Das Hauptproblem der HCV-Infektion liegt in ihrer hohen Chronifizierungsrate. In der 

Pathogenese der chronischen Hepatitis C spielen Immunmechanismen und die 

Quasispezies-Natur des HCV eine entscheidende Rolle: Durch die Ungenauigkeit der 

viralen Polymerase kommt es bei der Replikation zum Einbau nichtkomplementärer 

Nukleotide und somit zur Bildung einer komplexen Genompopulation, welche man als 

„Quasispezies“ bezeichnet (MARTELL M et al., 1992). Diese Eigenschaft teilt das HCV im 

Prinzip mit den meisten RNA-Viren sowie mit Viren, die über reverse Transkription 

replizieren (z.B. HIV und HBV). Viele RNA- oder Retroviren sind jedoch so an ihren Wirt 

adaptiert, dass die allermeisten Mutanten nicht konkurrenzfähig sind, während HCV eine 

besondere Flexibilität aufweist. Diese extrem hohe genetische Variabilität von HCV führt 

letztendlich dazu, daß der Organismus zwar eine neutralisierende Immunantwort gegen 

eine Hauptvariante aufbauen kann, jedoch andere Virusvarianten der Immunantwort 

entgehen können, wiederum replizieren und schließlich dominant werden. Dies erklärt 

auch, daß trotz nachweisbarer neutralisierender Antikörper die allermeisten Patienten nicht 

in der Lage sind, das Virus im chronischen Stadium einer HCV-Infektion zu eradizieren 

und das Blut auch infektiös ist.. 
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Bisher ist es nicht möglich, im Einzelfall vorherzusagen, ob und weshalb eine akute 

Infektion in ein chronisches Stadium übergeht. Hierzu erscheint es sinnvoll, die 

Entwicklung von Quasispezies-Populationen im akuten Stadium der Infektion zu 

beobachten. Eine selbstlimitierende Infektion weist im Gegensatz zu einer 

chronifizierenden Infektion eine geringere genetische Variabilität auf (FARCI P et al., 2000). 

Die Variabilität wird durch die Immunreaktion vorangetrieben Die Immunreaktion kann 

allerdings im Falle der Chronifizierung die Virusvermehrung nicht wirksam hemmen. 

Insbesondere ein Mangel an aktiven zytotoxischen T-Zellen spielt hier eine Rolle (PUJOL 

FH ET AL., 2005). Dagegen findet man bei Patienten mit einer ikterisch verlaufenden akuten 

Hepatitis C und entsprechend starker zytotoxischer  Immunreaktion eine niedrige 

Chronifizierungsrate im Vergleich zu Patienten mit einer asymptomatischen akuten 

Hepatitis C (Hoofnagle JH, 2002). 

Die Analyse der Immunantwort zeigt in der Tat Unterschiede zwischen akut und chronisch 

Erkrankten. So belegen neuere Studien einen Zusammenhang zwischen der CD4-T-

Zellantwort (ULSENHEIMER A et al., 2003) und der CD8-T-Zellantwort (WEDEMEYER H et 

al., 2002).  

Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C kann das Beschwerdebild vielgestaltig sein. 

Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne Zirrhose klagen häufig über unspezifische 

Symptome wie Müdigkeit, Leistungsminderung, Muskel- und Gelenkschmerzen, 

Gewichtsverlust und Oberbauchbeschwerden. Hinzu kommen psychische und 

neurologische Beeinträchtigungen mit Depressionen, Konzentrationsschwäche und 

Gedächtnisstörungen. Bei einigen Patienten kommt es zu extrahepatischen 

immunologischen Manifestationen wie einer gemischten, essentiellen Kryoglobulinämie, 

einer membranoproliferativen Glomerulonephritis, Lichen ruber planus und Rheumafaktor-

negativer Arthritis. Im weiteren Verlauf der Erkrankung können dann weitere Symptome 

hinzukommen, die vor allem vom Grad der Leberschädigung abhängen. Vom Zeitpunkt der 

Infektion bis zum Vollbild der Leberzirrhose vergehen in der Regel 20 bis 30 Jahre, wobei 

dieser Prozess durch die Lebensgewohnheiten des Patienten, insbesondere durch 

Alkoholkonsum und hepatotoxische Medikamente oder Chemikalien, erheblich 

beschleunigt werden kann (MONTO A UND WRIGHT TL, 2001). 

Zur Beurteilung der hepatozellulären Schädigung vor Therapiebeginn ist die Leberbiopsie 
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geeignet. Hierbei unterscheidet man, um den Schweregrad und Verlauf der Hepatitis C zu 

charakterisieren, das „Grading“ und das „Staging“ . Im Grading wird das Ausmaß der 

nekroinflammatorischen Veränderung beurteilt, im Staging dagegen die Ausdehnung der 

Fibrose und der strukturelle Umbau des Leberparenchyms. 

Zur Beurteilung von entzündlicher Aktivität und Fibrosestadium der chronischen 

Hepatitiden wurden mehrere semiquantitative Scoresysteme entwickelt, deren Ziel eine 

objektivierbare und reproduzierbare Beurteilung von Leberbiopsien ist.  

Die überwiegende Zahl der Patienten mit mehrjähriger HCV-Infektion haben kaum 

Chancen einer Spontanheilung bzw. spontanen HCV-Elimination. Dies bedeutet aber nicht 

zwangsläufig, daß die Prognose ungünstig sein muss. Langzeitbeobachtungen zum 

Spontanverlauf der chronischen Hepatitis C haben gezeigt, daß bei ca. 30 % der Patienten 

mit der Entwicklung einer Zirrhose zu rechnen ist (YANO M et al., 1996; MARCELLIN P, 

1999). Daraus wiederum kann man schließen, daß ein großer Teil der HCV-infizierten 

Patienten keine gravierenden Lebererkrankungen entwickeln wird. Dennoch ist im Hinblick 

auf die relativ hohe Prävalenz der chronischen HCV-Infektion die Zahl der Patienten mit 

progredienter chronischer Hepatitis und schließlich Entwicklung einer Zirrhose erheblich. 

Hinzu kommt das hohe Risiko hinsichtlich der Entwicklung eines hepatozelluären 

Karzinoms (HCC). Das hepatozelluläre Karzinom entsteht bei der chronischen Hepatitis C 

fast ausschließlich auf dem Boden einer Leberzirrhose mit einer Inzidenz von 2-5 % pro 

Jahr (EL-SERAG HB, 2002). Eine Leberzirrhose bzw. ein HCC infolge einer chronischen 

Hepatitis C unterscheiden sich klinisch und prognostisch nicht von Zirrhosen oder 

Lebertumoren anderer Genese. 

Auffallend häufig ist die Hepatitis C mit Autoimmunphänomenen assoziiert. Zu diesen 

zählen die gemischte, essentielle Kryoglobulinämie, die membranoproliferative 

Glomerulonephritis, der Lichen ruber planus, die seronegative Arthritis, die 

Keratokonjunktivitis sicca und eine thyreoidale Autoimmunität. Bei den Kryoglobulinen 

handelt es sich um Immunkomplexe, die bei Kälte präzipitieren. Sie lassen sich bei etwa 

der Hälfte der Patienten mit chronischer Hepatitis C nachweisen und werden mit den 

Symptomen Müdigkeit, Hautrötung, Neuropathien und der membranoproliferativen 

Glomerulonephritis in Verbindung gebracht (MANNS MP, 1999). 
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1.3. Diagnostik 

 
Eine HCV-Diagnostik sollte bei früheren oder bestehenden Expositionsrisiken 

(Bluttransfusionen vor 1991, i.v. Drogenabusus) zur Abklärung erhöhter Transaminasen 

oder zur Abklärung einer bisher unklaren chronischen Lebererkrankung durchgeführt 

werden. Die Diagnose erfolgt anhand serologischer und molekularbiologischer Parameter. 

 

a) Serologische Diagnostik 

Der klassische Immunoassay (IA) ist aufgrund niedrigerer Kosten und der einfacheren 

Handhabung der Suchtest erster Wahl. Die IAs der 3. Generation, welche man heute zur 

Primärdiagnostik verwendet, weisen neben Antikörpern gegen Nichtstrukturproteine der 

NS3- und NS4-Region und Antikörpern gegen Teilpeptide des Core-Proteins zusätzlich 

Antikörper gegen rekombinante Proteine der NS5-Region nach. Außerdem wurde bei ihnen 

die Sensitivität gegenüber früheren Testverfahren durch eine höhere Reaktivität des NS3-

Antigens verbessert (COUROUCE AM et al., 1994; VERNELEN K et al., 1994). Trotz stetig 

verbesserter Spezifität weisen auch die neueren Testverfahren immer noch das Risiko von 

falsch-positiven Ergebnissen auf. Aus diesem Grund sollte bei positivem Testbefund ein 

Bestätigungstest erfolgen. 

Früher verwendete man verschiedene Immunoblot-Techniken, welche jedoch aufgrund 

mangelnder Sensitivität nur noch selten durchgeführt werden. Somit wird heutzutage zur 

Bestätigung eines positiven Anti-HCV-Tests bei klinisch begründetem Verdacht auf eine 

Lebererkrankung die PCR auf HCV-RNA zur Bestätigung eingesetzt. 

Wie bereits oben erwähnt, dauert es eine gewisse Zeit, bis nach der Infektion mit HCV 

Antikörper nachweisbar werden, da das Immunsystem einige Wochen benötigt, um nach 

dem Kontakt mit dem Virus messbare Antikörperspiegel zu bilden. Daraus ergibt sich ein 

diagnostisches Fenster, in dem das Virus aktiv ist, Antikörper aber noch nicht 

nachgewiesen werden können. Deshalb ist frühestens 4 Wochen nach Infektion mit einem 

positiven Testergebnis zu rechnen, das Maximum des Antikörpertiters wird bei einer 

chronisch verlaufenden Infektion nach ein bis zwei Jahren erreicht (NETSKI, DM et al. 

2005). 
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b) Molekulare Diagnostik 

Zur Detektion von HCV-RNA stehen heute eine Vielzahl verschiedener 

molekularbiologischer Methoden zur Verfügung. Zum qualitativen Nachweis von HCV-

RNA hat sich die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

durchgesetzt. Nach einer HCV-Infektion kann HCV-spezifische RNA bereits nach einer 

Woche mittels RT-PCR nachgewiesen werden (FARCI P et al., 1991). 

Für die Routine-Diagnostik stehen heute standardisierte quantitative Testkits zur Verfügung 

(TaqMan HCV®, Roche Molecular Systems, Real time HCV, Abbott) (MATSUUARA, K et 

al. 2008). Mit Hilfe dieser Verfahren lässt sich HCV-RNA bis zu einer unteren Grenze von 

ca. 40 IU/ml nachweisen.  

In der vorliegenden Arbeit, deren experimenteller Teil im Juli 2004 begonnen wurde, 

wurde zur Quantifizierung eine Labor-eigene Version  der real-time-RT-PCR im 

Lightcycler-System verwendet, deren Funktionsweise im Methodikteil ausführlich erläutert 

ist. Gegenüber den damals häufig verwendeten Quantifizierungsmethoden weist die 

Lightcycler-Methode einige Vorteile auf: Zum einen ist die Spezifität durch die 

Verwendung von Hybridisierungssonden sehr hoch, zum anderen konnte man durch das 

One-tube-System die Kontaminationsgefahr erheblich reduzieren. Bei einer Intra-Test-

Genauigkeit von <0,01 und einer Inter-Test-Präzision <0,05 log liegt der lineare 

Messbereich zwischen 200 bis > 108 IU/ml, wobei die qualitative Sensitivität bis zu einer 

unteren Nachweisgrenze von 80 IU/ml reicht (SCHUETTLER CG et al., 2003) 
 

1.4. Therapie  

 
In der Therapie der chronischen Hepatitis C sind innerhalb der letzten 20 Jahre erhebliche 

Fortschritte erreicht worden. Während Anfang der 90er Jahre nur ein geringer Prozentsatz 

(10-15%) der Patienten dauerhaft von der Therapie profitierte, können heute anhaltende 

Remissionsraten von ca. 50% erreicht werden. Zu diesen Fortschritten hat die Einführung 

der Kombinationstherapie aus Interferon-alpha plus Ribavirin und die Entwicklung der 

pegylierten Interferone wesentlich beigetragen. 

Die Wirksamkeit von Interferon gegen NonA, nonB Hepatitis wurde schon 1986, also noch 
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vor der Identifizierung des HCV, gezeigt (HOOFNAGLE JH et al., 1986). Das breite 

Wirkungsspektrum des Nukleosidanalogons Ribavirin ist sogar schon seit Anfang der 

siebziger Jahre bekannt (SIDWELL RW et al., 1972). Zunächst wurde Ribavirin nur als 

Monotherapeutikum mit geringem Erfolg getestet, erste Studien zur Kombinationstherapie 

von Ribavirin und Interferon wurden dann 1994 durchgeführt (BRILLANTI S et al., 1994). 

Der kombinierte Einsatz beider Medikamente wurde dann 1999 von der European 

Association for the Study of the Liver als Standardtherapie bei chronischer Hepatitis C 

empfohlen (EASL, 1999). 

Interferone sind körpereigene Proteine und zählen zu den Zytokinen. Sie werden von 

Leukozyten und Fibroblasten gebildet und sind in der Lage, bei einer Virusinfektion eine 

Immunreaktion des Körpers mit Einleitung spezifischer Abwehrmechanismen auszulösen. 

Die Interferone weisen dabei antivirale, antiproliferative und immunmodulatorische 

Eigenschaften auf. Im Zusammenhang mit der Behandlung der chronischen Virushepatitis 

interessieren insbesondere die antivirale und die immunmodulatorische Wirkung. Die 

antiproliferative Wirkung ist für einige Nebenwirkungen verantwortlich, die man bei 

Patienten unter länger dauernder Interferon-Therapie beobachtet, wie z. B. 

Thrombozytopenie und Leukopenie sowie Haarausfall. 

Die Wirkungen treten innerhalb kürzester Zeit auf und werden über eine zelluläre 

Signaltransduktionskaskade nach Bindung an spezifische Interferonrezeptoren vermittelt. 

Anhand ihrer Struktur unterteilt man die Interferone in Alpha-, Beta- und Gamma-

Interferone. Hierbei unterscheidet man die Typ-Ι-Interferone (α- und β-Interferone), die vor 

allem antivirale Eigenschaften aufweisen und Typ-ΙΙ-Interferone (γ-Interferon), welche in 

erster Linie immunmodulatorisch wirken. Das bei der Therapie der Hepatitis C 

hauptsächlich zum Einsatz kommende Interferon-α, von dem 15 verschiedene Subtypen 

existieren, wird im Wesentlichen von Leukozyten, aber auch von Monozyten, 

Makrophagen und Fibroblasten produziert.  

Die Interferon-Wirkungen werden, wie bereits oben erwähnt, durch Rezeptoren vermittelt. 

In der Zelle kommt es über intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden (Jak-Stat-

Signaltransduktionsweg) zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren (SARASIN-

FILIPOWICZ M, ET AL., 2008) und zur Expression antiviraler Effektorproteine, zu welchen 

die Doppelstrang-RNA-abhängige Proteinkinase (PKR), die 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase 
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(2’,5’-OAS) sowie das Mx-Protein zählen (STARK GR et al., 1998). 

Die Induktion der 2’, 5’-OAS führt zur Bildung von 2’, 5’-Oligoadenylat, das wiederum 

eine Ribonuklease aktiviert, die die Virusreplikation hemmt. Die Aktivierung der PKR 

bewirkt eine Phosphorylierung der α-Untereinheit des eukaryontischen Initiationsfaktors 

eIF2α, wodurch es zu einer Blockierung der Proteinbiosynthese und somit auch der 

Virusreplikation kommt. 

Die immunmodulatorische Wirkung der Alpha-Interferone wird hauptsächlich über eine 

Aktivierung von natürlichen Killerzellen vermittelt, die wiederum selektiv die 

virusinfizierten Zellen abtöten. Außerdem induzieren Alpha-Interferone in den meisten 

Zellen des Körpers die Expression von MHC-Klasse-I-Proteinen und erhöhen so deren 

Resistenz gegen natürliche Killerzellen und ihre Anfälligkeit für zytotoxische CD8-T-

Zellen (TILG H., 1997). 

In Deutschland sind verschiedene gentechnisch hergestellte α-Interferone zur Therapie der 

Hepatitis C zugelassen: Interferon-α2a (Roferon ®-A, Hoffmann-LaRoche), Interferon-α2b 

(Intron A®, Essex Pharma) sowie die jeweils pegylierten Formen und das 

Konsensusinterferon-α, welches in seiner Sequenz jeweils die häufigste Aminosäure von 

allen Interferon-α-Subtypen aufweist. Dieses Consensus-Interferon ist in Deutschland als 

Inferax® (Yamanouchi) zur HCV-Therapie zugelassen. Einen wesentlichen Fortschritt in 

der Therapie der chronischen Hepatitis C stellte die Entwicklung der pegylierten 

Interferone (PEG-IFN-α) dar. Polyethylenglykole (PEG) sind nicht toxische, biologisch 

inerte Polymere, die an Proteine konjugiert deren Halbwertszeit im Serum verlängern. Zwei 

verschiedene pegylierte Formen von Interferon-α sind entwickelt worden. Interferon-α2a 

wurde mit einem 40kDa verzweigtkettigen Methoxy-PEG-Molekül kovalent gebunden, 

Interferon-α2b mit einem 12 kDa linear aufgebauten PEG-Molekül konjugiert. Die 

Eliminationshalbwertszeit des Standard-Interferons wird dabei von 8 Stunden auf 60-80 

Stunden (PEG-IFN-α2a) bzw. 30-40 Stunden (PEG-IFN-α2b) verlängert. Pegylierte 

Interferone werden nur einmal pro Woche subkutan appliziert und erzielen deutlich 

gleichmäßigere Wirkspiegel als die Applikation von nicht-modifizierten Standard-

Interferonen (HEATHCOTE EJ et al., 2000; ZEUZEM S, et al., 2000). 

Alpha-Interferone können verschiedene direkte und indirekte antivirale Mechanismen wie 

intrazelluläre virale RNA-Degradation, Hemmung der viralen RNA-Translation, 
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Aktivierung des zellulären Immunsystems zur Erkennung virusbefallener Zellen und 

Prävention einer Virusinfektion von suszeptiblen Zellen induzieren. Welcher Effekt bei der 

IFN-α-Therapie von Patienten mit chronischer Hepatitis C im Vordergrund steht, ist nicht 

genau bekannt. Neue Erkenntnisse über die mögliche IFN-α-Wirkung bei chronischer 

Hepatitis C wurden durch mathematische Berechnungen der Hepatitis C Viruskinetik unter 

IFN-α-Therapie abgeleitet. 

Nach IFN-α-Applikation kommt es mit einer Latenz von ca. 8 h bei den meisten Patienten 

zu einem raschen Abfall der Hepatitis C Virämie (Phase 1). Die erste Phase erklärt man 

sich durch eine direkte Hemmung des Replikationszyklus des HCV durch Interferon 

(SARASIN-FILIPOWICZ M, et al., 2008; NEUMANN AU et al., 1998)). Nach 24-48 Stunden 

verläuft dann der Abfall der HCV-RNA wesentlich flacher. Vermutlich spielen hier die 

immunmodulatorischen Effekte des Interferons die entscheidende Rolle. Bestätigt wird 

diese These durch die Tatsache, daß es nach initial erfolgreicher IFN-α-Therapie, bei vielen 

Patienten zu einem Relapse kommt. Bei Patienten mit anhaltender Remission nach IFN-α-

Therapie konnte hingegen gezeigt werden, daß es zu einer anhaltenden und starken T-Zell-

Antwort gegen HCV-Proteine kam. Somit scheint im Wesentlichen die immunologische 

Kontrolle der HCV-Infektion für ein dauerhaftes Ansprechen auf die IFN-α-Therapie 

verantwortlich zu sein. 

Neuere Arbeiten konnten einen Zusammenhang zwischen der Expression der MicroRNA 

122 (miR-122) und dem therapeutischen Ansprechen auf α-IFN zeigen (JOPLING CL et al., 

2008; PEDERSEN IM et al., 2007). Bei Patienten, die nicht auf eine Therapie mit pegyliertem 

Interferon ansprachen, konnten hierbei deutliche niedrigere miR-122-Spiegel in 

Lebergewebe nachgewiesen werden als bei Patienten, die adäquat auf die Interferon-

Therapie ansprachen. Die exakte pathogenetische Rolle der miR-122 ist derzeit noch nicht 

geklärt, es wurde jedoch postuliert, dass die miR-122-Expression durch die Gabe von 

Interferon negativ reguliert wird und daher Patienten, mit initial niedrigen miR-122-

Spiegeln bereits vor Therapiebeginn ein aktiviertes Interferon-System in der Leber haben 

und es somit nach IFN-Applikation nicht zu einer signifikanten Aktivierung von IFN-

Zielgenen kommt (SARASIN-FILIPOWICZ M et al., 2008). 

Ribavirin (1-β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid) zählt zu den Nukleosidanaloga, 

wird von eukaryontischen Zellen rasch aufgenommen und weist nach intrazellulärer 
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Phosphorylierung eine virostatische Aktivität gegen eine Vielzahl von DNA- und RNA-

Viren auf. Als Monotherapie ist Ribavirin gegen das HCV unwirksam. Als 

Wirkmechanismen in der Kombinationstherapie bei der chronischen Hepatitis C werden 

immunmodulatorische Effekte, wie die Verstärkung einer Th1-abhängigen Immunantwort, 

eine Hemmung der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase mit Verminderung des 

intrazellulären GTP-Pools, eine Hemmung der RNA-abhängigen RNA-Polymerase des 

HCV (PATTERSON JL et al., 1990) und die Induktion einer erhöhten Mutationsfrequenz 

(HOFMANN WP et al., 2007) diskutiert. 

1994 konnte erstmals gezeigt werden, daß sich eine Kombination von IFN-α und Ribavirin 

günstig auf das Therapieansprechen auswirkt (BRILLANTI S et al., 1994). Die Überlegenheit 

der Kombinationstherapie ist seitdem durch umfangreiche Studien eindeutig belegt 

(POYNARD T et al., 1998; REICHARD O et al., 1998). 

Mittlerweile wurde in Langzeitergebnissen die erhebliche bessere Wirksamkeit des  

PEG-IFN-α in Kombination mit Ribavirin gegenüber der Therapie mit Standard-IFN-α mit 

Ribavirin bewiesen. Bei Verwendung von pegylierten Interferonen kam es zu einer 

Verdopplung der anhaltenden Responseraten (HEATHCOTE EJ et al., 2000; ZEUZEM S et al., 

2000, SCHIFFMANN ML et al., 1999). 

Das Ziel einer antiviralen Therapie ist eine komplette Elimination des Virus. Unter einer 

Therapie zeigt die Kinetik der HCV-RNA verschiedene Verläufe: Kommt es nach 

Einleitung der Behandlung zu einem Abfall der Viruslast bis unter die Nachweisgrenze und 

bleibt schließlich das für mindestens sechs Monate nach Therapieende nicht nachweisbar, 

spricht man von einer „Sustained Response“ (BERG T und HOPF U, 2001). Demgegenüber 

spricht man von einem „Breakthrough“, wenn es nach anfänglicher Response zu einem 

Wiederauftreten der HCV-Virämie unter Therapie kommt. Kommt es zu einem solchen 

Ereignis nach Therapieende spricht man von einem „Relapse“. Als „Nonresponder“ werden 

Patienten bezeichnet, die bis zum  Therapieende nicht HCV-RNA-negativ werden. 

In einer in unserem Institut angefertigten Dissertationsarbeit wurde eine eigene 

Klassifizierung unterschiedlicher Response-Typen entwickelt, wobei es hierbei 

insbesondere um die Kinetik innerhalb der ersten 48 Stunden nach Therapiebeginn ging 

(THOMAS C et al., 2003). So wurde die Gruppe der Responder in „Initial Responder“ und 

„Delayed Responder“ unterteilt. Als Initial Responder wurden Patienten bezeichnet, die 
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unter Therapie einen initialen Abfall der HCV-Viruslast zeigten, der mindestens 2,5 log-

Stufen betragen oder zu einem Abfall der Viruslast unter die Nachweisgrenze innerhalb von 

48 Stunden führen musste. Bei Delayed Respondern kam es hingegen zu einem verzögerten 

Abfall der HCV-RNA und zunächst sogar zu einem Anstieg der Viruslast über das 

Ausgangsniveau. 

 

Unter einer Interferon-basierten Therapie treten früh und regelhaft grippeähnliche 

Symptome auf. Diese umfassen Kopf-, Muskel- und Gliederschmerzen sowie Fieber. Diese 

Beschwerden treten bei 90-100 % der Patienten auf, häufig schon nach der ersten Injektion, 

sind harmlos und lassen sich gut mit Paracetamol therapieren. Als weitere Komplikationen 

in der ersten vier bis acht Wochen sind die hämatopoetischen Veränderungen, insbesondere 

die Interferon-induzierte Neutropenie, zu nennen, die bei 10 % der Patienten auftritt. 

Insgesamt erleiden gut die Hälfte der Patienten Blutbildveränderungen im Sinne einer 

Thrombozytopenie, Leukopenie oder Anämie (RUSSO MW et al., 2003; SOZA A et al., 

2002). Vorbestehende hämatologische Erkrankungen gelten daher als Kontraindikation für 

eine Therapie mit Interferon-α. 

Im weiteren Verlauf treten Nebenwirkungen weniger regelhaft auf; kaum ein Patient 

erleidet das volle Spektrum der häufigen Nebenwirkungen. Häufige Nebenwirkungen sind 

Magen-Darm-Beschwerden (Übelkeit, Erbrechen, Diarrhö, Bauchschmerzen), 

Gewichtsverlust und Appetitlosigkeit, Kurzatmigkeit und Husten. Ebenfalls häufig sind 

dermatologische Komplikationen wie Exanthem, Juckreiz und Affektionen der 

Infjektionsstelle sowie Alopezie (FRIED MW, 2002). 

Zu den späten Nebenwirkungen (Woche 24 bis 48) gehören vor allem neurologische und 

psychiatrische Erkrankungen. Häufig kommt es zu Müdigkeit, Schlaflosigkeit, Reizbarkeit 

und Konzentrationsstörungen, depressive Episoden können sich in unterschiedlicher 

Intensität manifestieren, bei bis zu 15 % der Patienten kommt es zu schweren Depressionen 

bis hin zu suizidalen Gedanken und Suizidversuchen. Solche Komplikationen erfordern das 

unmittelbare Absetzen der Therapie (ZDILAR et al., 2000). 

Ribavirin ist allgemein gut verträglich, jedoch kann es unter Ribavirin zu einer schweren 

Hämolyse mit Abfall des Hämoglobins unter 3g/dl kommen. 

Die Ausprägung der Nebenwirkungen variiert sehr stark, so daß das Ausmaß der Belastung 
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für den einzelnen Patienten nicht vorhersehbar ist. In Abhängigkeit von der beruflichen 

Tätigkeit und dem Nebenwirkungsspektrum ist jedoch mit Arbeitsausfällen während der 

Therapie zu rechnen. 

Die meisten Nebenwirkungen sind vollständig rückbildungsfähig, dauerhafte Schäden 

drohen vor allem dann, wenn die Therapie trotz aufgetretener schwerer Nebenwirkungen 

nicht rechtzeitig beendet wurde. 

Als absolute Kontraindikationen für die Kombinationstherapie von IFN-α und Ribavirin 

gelten schwere Allgemeinerkrankungen, fortgeschrittene Leberzirrhose, psychische 

Erkrankungen, Leuko- oder Thrombopenien, Autoimmunerkrankungen sowie eine 

Schwangerschaft. 

 

 

1.5. Prognose 

 
Als primäres Ziel der Therapie einer chronischen HCV-Infektion gilt der fehlende 

Nachweis HCV-spezifischer RNA im Serum sechs Monate nach Therapieende mittels eines 

hochsensitiven molekularen Nachweisverfahrens. Der fehlende HCV-RNA-Nachweis im 

Serum korreliert mit einem negativen HCV-RNA-Nachweis im Lebergewebe (MC 

HUTCHISNSON JG et al., 2001).  

Die Überlegenheit der pegylierten Interferone gegenüber den Standard-Interferonen wurde 

bereits 2002 eindeutig dokumentiert. In einer 3-armigen zulassungsrelevanten Studie 

(FRIED MW et al., 2002) wurde: 

a) die Kombination Standard-Interferon (3*3 MIU/Woche für 48 Wochen) plus 

Ribavirin (1000-1200mg/Tag) gegen 

b) die Monotherapie mit Peg-Interferon-α2a (180µg/Woche für 48 Wochen) plus 

Placebo bzw. 

c) die Kombination Peg-Interferon-α2a (180µg/Woche für 48 Wochen) plus Ribavirin 

(1000-1200 mg/Tag) verglichen. 

 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, daß die dauerhaften virologischen Ansprechraten in 
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der Gruppe der Standardkombinationstherapie bei 44 %, in der Gruppe der Monotherapie 

bei 29 % und in der der Gruppe der Kombinationstherapie Peg-Interferon-α2a plus 

Ribavirin bei 56 % lagen. Auch Patienten mit dem prognostisch ungünstigen Genotyp 1 

erzielten in der Kombinationstherapie Peg-Interferon-α2a plus Ribavirin signifikant bessere 

Ergebnisse als die Patienten, die Standardinterferon oder Peg-Interferon-α2a als 

Monotherapie erhielten (FRIED MW et al., 2002).  

In einer weiteren zulassungsrelevanten randomisierten Studie wurden die Therapiedauer für 

Peg-Interferon-α2a (24 Wochen vs. 48 Wochen) sowie die Ribavirin-Dosierungen (800 

mg/Tag vs. 1000-1200 mg/Tag) miteinander verglichen. Hierbei zeigten sich bei Patienten 

mit HCV-Genotyp 1 die besten Ergebnisse bei einer Therapiedauer von 48 Wochen und 

hohen Ribavirindosierungen (1000-1200 mg/Tag). Bei Patienten mit HCV-Genotyp 2 oder 

3 konnten hingegen keine Vorteile durch eine längere Therapiedauer oder höhere 

Ribavirindosierung evaluiert werden (HADZIYANNIS SJ et al., 2004).  

Aus dieser Studie leitete sich die Empfehlung ab, die Therapiedauer von Patienten mit 

HCV-Genotyp 2 oder 3, bei einer Ribavirin-Dosierung von 800 mg/Tag, auf 24 Wochen zu 

begrenzen. 

Die derzeitigen Empfehlungen zur Therapie der chronischen HCV-Infektion sehen ein 

diversifiziertes Therapiemanagement vor, welches sich aus den Daten der REPEAT-Studie 

ableitet (JENSEN DM et al., 2007). Die Therapie der chronischen Hepatitis C erfolgt derzeit 

mit einem pegylierten Interferon und gewichtsadaptiertem Ribavirin (KRONENBERGER B et 

al., 2009). Hierbei sind hohe Ribavirindosen anzustreben (12-15 mg/kg KG). Die 

Therapiedauer richtet sich nach dem HCV-Genotyp, der HCV-RNA-Konzentration am 

Beginn der Therapie und dem Virusabfall unter Therapie. Bei niedriger Ausgangsviruslast 

und raschem Abfall des Virus (Woche 4 negativ - d.h. rapid viral response „RVR“) ist eine 

Verkürzung möglich, bei langsamem Abfall der Viruslast kann hingegen eine Verlängerung 

sinnvoll sein (DI BISCEGLIE et al., 2008). Bei fehlendem Ansprechen zu Woche 12 

(>30.000 IU HCV RNA /ml) bzw. 24 (noch positive RNA) sollte die Therapie beendet 

werden. 

Die Etablierung prognostischer Parameter, durch welche man bereits vor Therapiebeginn 

eine Aussage bezüglich der virologischen Ansprechraten und der dauerhaften 

Heilungsraten machen kann, ist ein wesentliches Ziel der modernen HCV-Therapie und 
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stellt die Basis für individuelle Therapiestrategien dar. 

Mittlerweile ist durch zahlreiche Studien belegt, daß dem HCV-Genotyp die größte 

prognostische Bedeutung hinsichtlich des Therapierfolgs zukommt (HADZIYANNIS SJ et al., 

2004; MANNS MP et al., 2001). Durch eine moderne Kombinationstherapie von pegylierten 

Interferonen plus Ribavirin konnte man bei fast allen Patienten mit HCV-Genotyp 2 und 3 

ein initiales Ansprechen und dauerhafte Heilungsraten von über 80 % erreichen, während 

die Therapie von Patienten mit HCV-Genotyp 1 nach wie vor ein Problem darstellt 

(FRANCOIS C et al., 2009; MANNS MP et al., 2000).  

Weitere prognostische Faktoren für die Interferon-Therapie konnten in großen, 

internationalen Multicenter-Studien etabliert werden (MC HUTCHINSON JG et al., 1998; 

POYNARD T et al., 1998). Dabei wurden neben den HCV-Genotypen 2 und 3 folgende 

Faktoren als prognostisch günstig eingestuft: 

1. Alter < 40 Jahre 

2. Weibliches Geschlecht 

3. HCV-RNA < 2 Mio. Kopien/ml (SuperquantTM von NGI) bzw. < 800.000 IU/ml 

4. Geringer Fibrosegrad in der Leber 

 

Obwohl all diese Parameter zwar eine Abschätzung des virologischen Therapieansprechens 

ermöglichen, war es doch bisher nicht möglich, eine verlässliche Aussage hinsichtlich der 

Response zu treffen. Mit dieser Fragestellung beschäftigte sich eine Promotionsarbeit in 

unserem Institut. In dieser Arbeit sollte evaluiert werden, ob  die HCV-RNA-Frühkinetik in 

der Initialphase einer IFN-α/Ribavirin-Therapie einen suffizienten prognostischen Marker 

bezüglich des Therapieerfolgs darstellt. Durch engmaschige HCV-RNA-Quantifizierung 

konnte gezeigt werden, dass bereits 24 Stunden nach initialer IFN-α-Applikation eine 

Differenzierung zwischen einem Response- bzw. Non-Response-Verhalten möglich ist. Ob 

jedoch ein anfängliches Response-Verhalten zu einem erfolgreichen Therapieausgang im 

Sinne einer Sustained Response führt, konnte mittels der HCV-RNA-Frühkinetik nicht 

sicher vorhergesagt werden (THOMAS C, 2003). 

Daneben beschäftigten sich auch andere Arbeitsgruppen mit der prognostischen Potenz der 

viralen Kinetik. Es existieren mehrere Studien über die Vorhersehbarkeit eines dauerhaften 

Ansprechens, bzw. eines Non-Response, wobei derzeit Diskrepanzen bestehen, zu welchem 
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Zeitpunkt nach Therapieinitiierung frühestmöglich eine prognostische Aussage möglich ist 

(KUROSAKI M et al., 2010; DELTENRE P et al., 2009; IDREES M et al., 2009). 

 

1.6. Das TT-Virus 

 

Im Dezember 1997 wurde von japanischen Forschern ein neues DNA-Virus, das TT-Virus 

(TTV), im Serum eines Patienten (mit den Initialien T.T.) mit anikterischer 

selbstlimitierender akuter Posttransfusions-Hepatitis unklarer Ätiologie (Non-A-G) 

identifiziert (Nishizawa T et al., 1997). Im Folgenden konnten TTV-Sequenzen bei mehr 

als 45% der Patienten fulminanter Hepatitis oder chronischer Lebererkrankung und auch 

bei Patienten mit parenteralen Risikofaktoren (Hämodialyse, Patienten mit Hämophilie, i.v-

Drogenabhängige) gefunden werden (Okamoto H et al., 1998). Die Autoren folgerten, dass 

TTV neben GBV-C/HGV ein weiteres Kandidaten-Virus für akute und chronische 

Hepatitiden unklarer Ätiologie darstellen könnte. 

TTV ist ein hüllenloses, Einzelstrang-DNA-Virus mit negativer Polarität, welches eine 

geschlossene zirkuläre DNA von 3.852 Nukleotiden Länge enthält, das für 2 offene 

Leserahmen von ca. 761-770 und 150-156 Aminosäuren kodiert. Das Virus hat einen 

Partikel-Durchmesser zwischen 30 und 50 nm (MUSHAHWAR IK et al., 1999). Takahashi et 

al. zeigten eine Ähnlichkeit von TTV mit dem Chicken Anaemia Virus (CAV), einem 

ehemals Circovirus und nun Circinovirus (Takahashi et al. 1998). Diese Ähnlichkeiten 

basierten auf den Arginin-reichen Regionen in den Open Reading Frames (ORF) beider 

Viren und auf Ähnlichkeiten in ihrer Genomstruktur (Miyata et al. 1999). 

Das TT-Virus weist eine extrem große genetische Variabilität auf, so dass über 40 

verschiedene Subtypen unterschieden werden. In der aktuellen Nomenklatur werden die 

TT-Viren zur Familie der Anneloviridae gezählt. Dabei werden die größeren TT-Viren Typ 

1-28 dem Genus Alphatorquevirus zugeordnet, während die Minitypen Typ 1-9 zu den 

Betatorqueviren gerechnet werden. 
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1.7. αααα-GST 
 

In der klinischen Routine wird die Leberzellintegrität durch Messung der Transaminasen, 

Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase (AST), und die 

Leberfunktion durch Syntheseparameter wie Gerinnungsfaktoren, Cholinesterase und 

Bilirubin bestimmt. Zur Behandlung einer chronischen Hepatitis C ist dabei vor allem das 

Ausmaß einer hepatozellulären Schädigung von Bedeutung. 

Die Enzyme ALT und AST sind jedoch als Marker nur bedingt geeignet. Dies liegt zum 

einen daran, daß insbesondere die ALT kein leberspezifisches Enzym ist, sondern auch in 

anderen Geweben wie Muskel, Herzmuskel und Blutgefäßen vorkommt. Der andere 

Nachteil dieser Marker ist ihre ungleiche Verteilung in der Leber: So ist die periportale 

Konzentration höher als die zentrilobuläre Konzentration. Da aber gerade die 

zentrilobulären Hepatozyten sehr anfällig für Schäden wie bei Transplantatabstoßung, 

viraler Hepatitis und chronisch aktiver Hepatitis sind, benötigt man einen Marker, der sehr 

spezifisch nur in der Leber vorkommt und dessen Konzentration in der periportialen und 

der zentrilobularen Region gleichmäßig ist.  

All diese Eigenschaften verkörpert das Enzym α-Gluthation-S-Transferase (α-GST). Dieses 

zytosolische Enzym mit einem Molekulargewicht von 50.000 Dalton kommt in der Leber 

ubiquitär vor und besitzt mit einer Halbwertszeit von 90 Minuten einen weiteren Vorteil: 

Ein Wiederabfall des Enzyms lässt die Beendigung eines Leberzellschadens zeitlich sehr 

genau einordnen. 

 

 

1.8. Fragestellung dieser Arbeit 

 

In den zu Beginn dieser Arbeit (07/2004) bis dato durchgeführten Studien konnte für die 

Peg-IFN-α/Ribavirin- Kombinationstherapie eine Überlegenheit hinsichtlich des 

virologischen Anprechens und der dauerhaften Viruselimination gegenüber anderer 

Therapie-Regime (Peg-IFN-α-Monotherapie; IFN-α/Ribavirin-Kombinationstherapie) 

gezeigt werden.  
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In der vorliegenden Dissertation sollten Patienten, welche ausschließlich mit Peg-IFN-α-

2a/Ribavirin behandelt werden, mit einer Patientengruppe verglichen werden, welche 

zusätzlich am Tag 1 der Therapie einmalig das freie IFN-α erhält. Ziel dieser einmaligen 

Gabe war die möglichst rasche und vollständige Blockade der Virusreplikation. Weiterhin 

sollte geprüft werden, ob die in der ersten HCV-Kinetik-Studie unseres Instituts (s.o.) 

erarbeitete Prognostik auch bei Patienten bei Induktionstherapie anwendbar ist. Aufgrund 

der Pharmakokinetik und des damit verbunden langsamen Anflutens des Peg-IFN-α war 

dies bei einer Therapie mit Peg-IFN-α/Ribavirin nicht zu erwarten. In diesem 

Zusammenhang sollte auch geprüft werden, ob durch das rasche Anfluten des Standard-

Interferons die virologischen Ansprechraten und die dauerhaften Heilungsraten erhöht 

werden können. 

Ebenfalls zu prüfen war die Kinetik des HCV-Core-Antigens sowie der HCV-RNA/HCV-

Core-Protein-Quotient und deren prognostische Bedeutung. In der ersten HCV-Kinetik-

Studie unseres Instituts wurde die Hypothese aufgestellt, dass der HCV-RNA/HCV-Core-

Protein-Quotient als prognostischer Marker des Response-Verhaltens zu betrachten sei 

(THOMAS C, 2003). Dies sollte in dieser Arbeit durch weiterführende Untersuchungen 

bekräftigt werden. 

Weiterführend ist auch die Fragestellung, ob der durch α-GST angezeigte initiale 

Hepatozytenzerfall nur bei der Applikation von schnell anflutendem Interferon oder auch 

bei pegyliertem Interferon allein auftritt. Möglicherweise ist der initiale Hepatozytenzerfall 

prognostisches Zeichen einer erfolgten T-Zell-Aktivierung und damit Hinweis auf eine 

beginnende Elimination virusinfizierter Zellen. 

Als Nebenaspekt dieser Arbeit soll untersucht werden, inwieweit eine vorliegende Infektion 

mit dem TT-Virus sowie die Höhe der TT-Viruslast eine Rolle für die virologische 

Response des HCV spielt und ob das TT-Virus selber auf eine Interferon-Therapie reagiert. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Material 

 

2.1.1. Patientenseren 

Die Art der Proben ist unter im Kapitel 3: Studiendesign beschrieben. Die verwendeten 

Plasmaproben wurden in unserem Institut in 1 ml-Aliquots anonymisiert und nach 

Patientennummer und Abnahmezeitpunkt geordnet bei -20° C gelagert. 

 

2.1.2. HCV-RNA-Referenzplasma 

Für die HCV-RNA-Quantifizierung mittels Real-time-RT-PCR wurde ein 

Vergleichsplasma mit einer bekannten HCV-RNA-Konzentration benötigt. Das interne 

Referenzplasma, das für die vorliegende Arbeit verwendet wurde, wurde aus einem HCV-

positiven Plasma des Blutspendedienstes Linz/Österreich durch Verdünnung mit dem 

Plasma eines HCV-negativen Spenders hergestellt, am offiziellen WHO-Standard (NIBSC 

96/790) und am HCV-Standard #75/98 des Paul-Ehrlich-Instituts geeicht und auf 106 IU/ml 

eingestellt. 

 

2.1.3. Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide, welche in der vorliegenden Arbeit als Primer für die Real-time-RT-

PCR verwendet wurden, werden von der Fa. MWG Biotech, Ebersberg, synthetisiert und 

wurden vor Benutzung durch Verdünnung mit DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 

10 pMol/µl eingestellt. Die Hybridisierungssonden kamen von der Fa. TibMolBiol, Berlin 

und wurden lyophilisiert bei 4° C unter Lichtschutz gelagert. Vor ihrer Benutzung wurden 

sie mit DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 8 pMol/µl verdünnt, aliquotiert und bei -

20°C eingefroren. Die thermodynamische Schmelztemperatur Tm [°C] wurde unter 

Verwendung der Software LightCycler Probe Design Version 1.0 ©(Idaho Technology Inc., 



24 
 

USA, 2001) berechnet. 

 

 

Primer Sequenz 
Tm 

[°C] 
Position 

NCR-s 5´-TGCGGAACCGGTGAGTACA 59,8 193- 175 

NCR-as 5´-CTTAAGGTTTAGGATTCGTGCTCAT 57,7 24- 1 

Hybridisierungs-

sonden 
Sequenz 

Tm 

[°C] 
Position 

HCV-NCR-LR 5´-LC Red640-TGCCTGATAGGGTGCTTGCAGT-P 65,9 52- 30 

HCV-NVR-FL 5´-GGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTA-FL 65,3 75- 54 

 

 

2.1.4. Chemikalien 

� RNAse-freies Wasser: 

Zur Herstellung des RNAse-freien Wassers werden zu 100 ml Aqua bidest. 0,1% DEPC 

(Pyrokohlensäurediäthylester 97%, Fa.Aldrich, Katalognummer 15,922-0/25) 

hinzugefügt und nach Inkubation über Nacht bei 37 C zweimalig autoklaviert. Nach 

Aliquotierung erfolgt die Lagerung bei 4° C. 

 

 

2.1.5. Kits und Assays 

 
Biotrin HEPKIT-Alpha      Biotrin, Dublin, Irland  

Human Glutathion-S-Transferase-Alpha    Kat.Nr. BIO60HEPA 

LightCycler-RNA Amplification Kit for Hybridization Probes Roche Diagnostics 
         Kat.Nr.2015145 

LightCycler Fast Start DNA MasterPLUS SYBR Green Ι  Roche Diagnostics  

         Kat.Nr.03515869001 
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QIAamp Viral RNA Mini Kit     Qiagen, Hilden 

         Kat.Nr. 52906 

QIAquick Gel Extraction Kit      Qiagen, Hilden 

         Kat.Nr. 28706 

ARCHITEKT HCV Ag Reagent Kit     ABBOTT Japan Co.,Tokio 

         8100/6L47 

ARCHITEKT HCV Ag Controls     ABBOTT,JapanCo., Tokio 

         8100/6L47-10 

 

 

2.1.6. Geräte 

Incubator/Shaker iEMS    Thermo Labsystems, Franklin, USA 

LightCycler      Roche Diagnostics, Mannheim 

LightCycler Software     Roche Diagnostics, Mannheim 

Zentrifuge Eppendorf 5417C    Eppendorf, Hamburg 

Waschgerät für Mikrotiterplatten Columbus  Tecan, Männedorf, Schweiz 

Microplate Incubator Solo HT   Thermo Labsystems, Franklin, USA 

Photometer für Mikrotiterplatten LP400  Pasteur, Diagnostics 

ARCHITEKT i2000/SR    ABBOTT, Diagnostics Division 
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2.2. Methoden 

 

2.2.1. HCV-RNA-Extraktion 

Zur Extraktion der HCV-RNA wurde das QIAamp Viral RNA Mini Kit verwendet und die 

Extraktion nach dem QIAamp Viral RNA Mini Spin Protocol auf Seite 18/19 des 

Handbuchs durchgeführt. Dabei wurde ein Schritt des Protokolls von uns geändert, um 

Salze und Puffer im PCR-Ansatz zusätzlich zu minimieren: Wir setzten im Schritt 10 

anstelle des Elutionspuffers 60µl RNAse-freies Wasser ein und zentrifugierten 

anschließend bei 20.000 × g statt der im Protokoll empfohlenen 6000 × g. Die HCV-

Extrakte der Seren und des Standards wurden stets unmittelbar nach der Extraktion mittels 

Real-time-RT-PCR gemessen und quantifiziert. Die Überstände wurden bei -70° C 

eingefroren und gelagert. 

 

2.2.2. Real-time-RT-PCR 

Die modernste Methode der Quantifizierung von Nucleinsäuren ist die Real-time-PCR als 

eine Weiterentwicklung der Standard-PCR. Bei der Standard-PCR ist der quantitative 

Nachweis eines Genoms erst nach Beendigung der PCR durch Endpunkttitration möglich. 

Bei der Real-time-PCR misst man hingegen nach jedem Zyklus ein Signal. Zudem ist bei 

Anwendung von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-vermittelnden Sonden nach 

Beenden der Amplifikation ein Spezifitätsnachweis des amplifizierten Produkts durch eine 

Schmelzkurvenanalytik möglich. 

Das Prinzip dieser Methode beruht auf Fluoreszenzdetektion, wobei man als 

sequenzunabhängige Detektionssubstanz vor allem SYBR®Green einsetzt. Hierbei handelt 

es sich um einen Farbstoff, der an Doppelstrang-DNA spezifisch bindet und bei Anregung 

durch Licht einer definierten Wellenlänge fluoresziert. Der Farbstoff fluoresziert nur in 

DNA-gebundener Form, so daß die Fluoreszenz proportional zur gebildeten Menge an 

Doppelstrang-DNA ist. Der Vorteil der SYBR Green Methode ist die universelle 
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Verwendbarkeit, weil jede beliebige PCR-Reaktion verfolgt werden kann, nachteilig wirkt 

sich diese Unspezifität jedoch dadurch aus, daß es nicht möglich ist, zwischen korrektem 

Produkt und Artefakten zu unterschieden. 

Aus diesem Grund nutzt man bei spezifischen Fragestellungen oft den Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfer (FRET): Ein Fluoreszenzfarbstoff lässt sich mit Licht einer 

bestimmten Wellenlänge anregen und strahlt die aufgenommene Energie anschließend in 

Form von Licht einer anderen Wellenlänge wieder ab. Das Anregungsspektrum und das 

Emissionsspektrum sind dabei für den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff spezifisch. Statt 

eines Fluorochroms kann man nun aber auch zwei Fluorochrome verwenden, wobei das 

zweite Fluorochrom durch das Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms angeregt wird. 

Die Energie, welche bei der Anregung des ersten Fluorochroms entsteht, wird also nicht in 

Form von Licht abgestrahlt, sondern direkt an das zweite Fluorochrom abgegeben, welches 

dadurch ebenfalls angeregt wird und Licht einer bestimmten Wellenlänge emittiert, das 

anschließend detektiert werden kann. Das Fluorochrom 1 bezeichnet man als Donor, das 

Fluorochrom 2 als Akzeptor.  

In der vorliegenden Arbeit wurden Hybridisierungssonden verwendet, die nur Signale 

erzeugen, wenn sie an definierten Sequenzen gebunden sind. Hierzu verwendeten wir mit 

Farbstoffen markierte Oligonukleotide, die so hergestellt wurden, dass sie entsprechend der 

Zielsequenz nebeneinander an das Amplifikat binden. Dabei trägt ein Nukleotid 

Fluorescein am 3´-Ende als Donor, das andere am 5´-Ende LightCycler-Red 640 als 

Akzeptorfarbstoff.  

Durchgeführt wurde die Quantifizierung mit dem LightCycler-System der Fa. Roche 

Diagnostics, Mannheim. Die PCR erfolgt hier in sehr kleinen Volumina von maximal 25 µl 

in Borsilikat-Glaskapillaren, die über Zentrifugation gefüllt werden müssen. Die Kapillaren 

sitzen in einem Karusell mit 32 Positionen und werden mit Luft beheizt und gekühlt. Durch 

das geringe Volumen und die vergleichsweise große Oberfläche der Glaskapillaren ist eine 

schnelle Temperaturübertragung von bis zu 20°C/Sekunde möglich, so dass eine PCR-

Reaktion mit 40 Zyklen in etwa 40 Minuten durchgeführt werden kann. 

Zur Detektion emittiert eine LED (light-emitting diode) Blaulicht der Wellenlänge 470nm 

durch welches das Fluorescein angeregt wird, das wiederum ein Fluoreszenzsignal abgibt. 

Dieses regt den Akzeptorfarbstoff LightCycler-Red 640 an, dessen Emissionssignal durch 



28 
 

die optische Einheit des Lightcyclers erfasst wird. Die gemessene Fluoreszenz ist direkt 

proportional zur Menge des Amplifikats. Zur exakten Quantifizierung wurde in jeder 

Reaktion die Verdünnungsreihe des unter 2.1.2. beschriebenen Standards mitgeführt, 

anhand dessen man eine Standardkurve generieren und so die exakte Konzentration der 

Amplifikate messen konnte. 

 

Für die HCV-RNA-Quantifizierung wurde das LightCycler-RNA Amplifikation Kit 

Hybridization Probes (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Die Seren der Patienten 

wurden stets unmittelbar nach der Extraktion und immer in einem PCR-Lauf gemessen. Ein 

PCR-Ansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 

 

• 4 µl   LightCycler-RT-PCR-Reaction Mix Hybridization Probes 

• 3 µl   Magnesiumchlorid (25 mM) 

• 1 µl   Sense-Primer (NCR-s) (=10 pMol) 

• 2 µl   Antisense-Primer (NCR-as) (=10 pMol) 

• 1 µl   HCV-NCR-LR  (=8 pMol) 

• 0,5 µl   HCV-NCR-FL  (=4 pMol) 

• 0,4 µl   LightCycler-RT-PCR-Enzym Mix 

• 0,1 µl   RNAse-freies Wasser 

• 8 µl   Template 

 

 

 

Tabelle 1: Protokoll der Real-time-RT-PCR zur HCV-RNA-Quantifizierung 

 

Abschnitt Zyklen Teilschritte Temp.[°C] Dauer [s] Slope [°C/s] 

Reverse 

Transkription 
1  55 720  

Denaturierung 

der RT 
1  95 30  

Amplifikation 45 Denaturierung 95 3 20 
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Annealing 

Fluoreszenzmessung 

bei 640nm 

65-54 7 1 
  

Elongation 72 14 2 

Denaturierung 95 10 20 
Annealing 50 15 20 

Schmelzen 1 
Fluoreszenzmessung 

nach jeder 

Temperaturerhöhung 

um 0,1°C 

50-90 0 0,1 

Kühlen 1  40 60 20 

 

Die Auswertung erfolgte unter Berücksichtigung der Fluoreszenzmessungen und der 

Analyse der Schmelzkurven: Eine Hintergrundfluoreszenz ist schon von Beginn der 

Reaktion zu messen. Solange jedoch wenig PCR-Produkt vorhanden ist, lässt sich keine 

Zunahme der Fluoreszenz messen. Nach mehreren Amplifikationszyklen steigt die Menge 

des PCR-Produkts und somit auch die Fluoreszenz exponentiell an. Erst gegen Ende des 

Laufs stellt sich eine Plateauphase ein, da nun alle fluoreszierenden Moleküle bereits an 

Amplifikat gebunden sind. Um nun anhand dieser Daten die Menge an extrahierter RNA zu 

errechnen geht man folgendermaßen vor: Zunächst erstellt man eine Graphik, in der die 

exponentielle Zunahme auf die Zahl der abgelaufenen Zyklen bezogen wird. Nun legt man 

eine Regressionsgerade durch bestimmte Punkte der Fluoreszenzfunktion. Der Punkt, an 

dem die Regressionsgerade die Ordinate schneidet, bezeichnet man als „crossing point“. 

Wieviele Punkte auf der Regressionsgeraden liegen (Fit points), werden vom Benutzer 

selbst definiert. Dabei gilt es zu beachten, daß die Fit points nur im exponentiellen Bereich 

der Signalfunktion liegen dürfen, da ansonsten der crossing point in den Bereich 

niedrigerer Zykluszahlen verschoben wird.  

Damit nun die so ermittelten Schnittpunkte mit der Zeitachse in Beziehung zur 

vorhandenen Nukleinsäure-Konzentration gesetzt werden können, wurde stets ein Standard 

mit bekannter Konzentration von 106 IU/ml und einer entsprechenden Zehner-

Verdünnungsreihe mitgeführt. Auch hier wurden die crossing points ermittelt. Der crossing 

point des Standards sollte dabei im Bereich von Zyklus 21 liegen. Anhand der bekannten 
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Standard-Konzentrationen und der crossing points der Proben konnte nun durch 

mathematische Berechnung die RNA-Konzentration der jeweiligen Probe ermittelt werden. 

Die Schmelzkurvenanalyse dient dann dem Spezifitätsnachweis des Amplifikats. Hierzu 

erfolgen nach dem letzten PCR-Zyklus eine weitere Denaturierung sowie ein Annealing. 

Dabei lagern sich die Hybridisierungssonden wieder an ihre spezifischen Positionen an. 

Nun wird die Temperatur schrittweise um 0,1°C pro Sekunde erhöht, wobei mit jeder 

Temperaturerhöhung auch die Fluoreszenz gemessen wird. Bei einer bestimmten, für das 

Amplifikat spezifischen Temperatur, kommt es nun zur Dissoziation des Doppelstrangs in 

Einzelstränge und die Fluoreszenz nimmt schlagartig ab. Die Lightcycler-Software trägt 

nun automatisch die negative erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur 

(dF/dT) auf, so dass als Maximum der Wendepunkt der Schmelzkurve erscheint. Mit dieser 

Schmelzkurvenanalytik lässt sich die Spezifität des Amplifikats nachweisen, da die 

Hybridisierungssonden nicht an Amplifikate binden, die für sie nicht spezifisch sind. Sie 

können jedoch während des Annealings auch binden, wenn einzelne Fehlpaarungen 

vorliegen. In diesem Fall dissoziiert der Doppelstrang aber schon bei niedrigeren 

Temperaturen auseinander, so daß sich in der Schmelzkurvenanalyse ein niedrigerer 

Schmelzpunkt ergeben würde. 

Die Quantifizierung der TTV-DNA wurde nach einem etablierten Protokoll durchgeführt, 

welches in einer in unserem Hause angefertigten Dissertationarbeit (Bruns J, 2011) 

beschrieben ist. 

 

2.2.4. α-Glutathion-S-Transferase-Assay (α -GST) 

 
Zur Quantifizierung des α-Glutathion-S-Transferase-Gehalts der Patientenseren 

verwendeten wir das Biotrin HEPKIT-Alpha (Biotrin, Dublin). Hierbei handelt es sich um 

einen quantitativen Enzymimmunoassay. Bei der Testdurchführung wurde schrittweise 

verdünntes Serum, Enzymkonjugat und Substrat auf eine mit α-GST beschichtete 

Mikroassayplatte gegeben. Die anschließend bei 450 nm gemessene Extinktion ist 

proportional zur vorhandenen α-GST Menge im untersuchten Serum. Der ELISA wurde 

nach folgendem Schema durchgeführt: 
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Herstellung einer Waschlösung durch 20fache 

Verdünnung des mitgelieferten Waschkonzentrats 
Herstellung einer Verdünnungsreihe der α-GST 

Eichlösung 
Verdünnung des Konjugats im Verhältnis 1:50 

1. Vorbereitung der Reagenzien 

Verdünnung der Serumproben im Verhältnis 1:4 

2. Inkubation der Proben 
Je 100 µl verdünnte Proben, bzw. Standards in die 

Mikroassaynäpfchen geben und für 60 Minuten bei 

Raumtemperatur im Plattenschüttler inkubieren. 

3. Inkubation des Konjugats 
Nach dem Waschen jeweils 100µl Konjugat(Napf 

hinzugeben und für weitere 30 Minuten im 

Plattenschüttler inkubieren. 

4. Farbentwicklung 
Jeweils 100µl Substrat/Napf hinzugeben und bei 

Raumtemperatur unter Lichtschutz für genau 15 Minuten 

inkubieren. 

5. Stop und Messung 
Die Reaktion mit 100µl Stoplösung/Napf stoppen und 

sofort bei 450nm und einer Referenzwellenlänge von 

630nm messen. 

 

Der Test erfaßt α-GST-Konzentrationen von 0,25-200µg/l, wobei Werte unter 7,5µg/l als 

normal gewertet werden können. So ergab eine Analyse von 219 Blutspenderproben laut 

Herstellerangaben, daß bei 50% der Proben Werte unter 1,2µg/l und bei 95% Werte unter 

7,5µg/l gemessen wurden. 

 

2.2.5. HCV-Core-Antigen-Assay 

Zur Bestimmung des Gehalts an HCV-Core-Antigen der Seren verwendeten wir den 

ARCHITEKT® HCV Ag Assay der Fa. Abbott. Hierbei handelt es sich um einen 

zweistufigen Immunoassay, der auf der Chemielumineszenz Mikropartikel Immunoassay-

Technologie zur quantitativen Bestimmung des Core-Antigens in humanem Serum oder 

Plasma beruht. 

Im Vorbehandlungsschritt wird zunächst Probenmaterial mit den 
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Vorbehandlungsreagenzien 1 und 2 vermischt. Anschließend wird die so vorbehandelte 

Probe mit den Anti-HCV beschichteten Mikropartikeln und der spezifischen Assay-

Verdünnungslösung kombiniert. Liegt nun HCV-Core-Antigen in der Probe vor, dann 

bindet dies an die Anti-HCV beschichteten Mikropartikel. Nach einem Waschschritt wird 

im nächsten Schritt Anti-HCV-Konjugat hinzu gegeben, an welches Acridinium Ester 

gebunden ist. Dieser Ester besitzt eine organische Ringstruktur, geht durch Oxidation in 

einen energetisch angeregten Zustand über und kehrt unter Energiefreisetzung in seinen 

Grundzustand zurück, wobei Licht der Wellenlänge 430nm emittiert wird. 

Nach einem weiteren Waschschritt wird dem Reaktions-Mix wird zunächst Pre-trigger-

Lösung und dann Trigger-Lösung zugefügt. Die Pre-Trigger-Lösung dient der Lösung des 

Konjugats von den Mikropartikeln und enthält zur Signalverstärkung Wasserstoffperoxid. 

Die Trigger-Lösung enthält Natriumhydroxid, welches das alkalische Milieu für die 

Lichtreaktion erzeugt und Triton, das Micellen zur Signalverstärkung bildet. 

Die nun folgende Chemilumineszenz-Reaktion wird in RLE (relative Lichteinheiten) 

gemessen. Hierzu misst der im Gerät integrierte Photomultiplier vor der Zugabe der 

Trigger-Lösung die Hintergrundintensität. Nach Zugabe der Trigger-Lösung startet die 

Chemielumineszenz-Reaktion, bei der Photonen emittiert werden. Diese werden in der 

Lichtröhre bei einer Wellenlänge von 430nm gebündelt und dann zum Photomultiplier 

weitergeleitet. Dieser leitet die Daten zum Rechner weiter, wo die Summe der Signale über 

einen definierten Zeitraum als RLE angegeben wird. 

Die Konzentration an HCV-Core-Antigen in der Probe wird schließlich anhand einer 

ARCHITEKT HCV Ag Kalibrationskurve bestimmt. Ist die Konzentration größer als 3,0 

fmol/l, dann gilt die Probe als positiv für HCV-Core-Antigen. 

 

2.2.6. Statistische Auswertung 
 

Für die Datenverarbeitung wurde das Programm Excel 2007® (Microsoft Deutschland 

GmbH, Unterschleißheim) verwendet, die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad 

Prism® für Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, USA; Version 4.02). Alle 

Werte wurden als Mittelwert mit Standardfehler (mean±SEM) angegeben. Die statistische 

Analyse von zwei Einzelwerten erfolgte mit dem t-Test für ungepaarte Stichproben. 
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Dichotome Werte wurden mit dem Fisher's exact Test und kontinuierliche Werte mit dem 

nicht-parametrischen Wilcoxon Rang-Summen-Test analysiert.  

Als signifikanter Unterschied wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 im 

zweiseitigen Test angesehen. 

 

 

3. Studiendesign 
 

In dieser Studie wurden Patienten mit einer chronischen Hepatitis C in Form einer HCV-

Monoinfektion untersucht. Eine Hepatitis-Ursache anderer Genese sowie Koinfektionen 

mit HBV oder HIV galten als Ausschlusskriterien. Eingeschlossen in die Studie wurden 

Patienten beiden Geschlechts mit einem Alter zwischen 18 und 70 Jahren. Vor 

Therapiebeginn war eine Leberpunktion obligat, um eine fortgeschrittene Leberzirrhose 

und ein hepatozelluläres Karzinom auszuschließen. Insgesamt nahmen 30 Patienten an der 

Studie, teil, das Patientenkollektiv setzt sich aus elf Frauen und 19 Männern mit einem 

Durchschnittsalter von 39,16 Jahren zusammen. Eine Gruppe von 16 Patienten 

(Therapiegruppe A) erhielt eine Peg-IFN-α/Ribavirin-Kombinationstherapie (PEGASYS®: 

180µg/ml, Fertigspritze; COPEGUS®: Filmtabletten zu je 200mg Ribavirin, ROCHE), eine 

zweite Gruppe von 14 Patienten erhielt zusätzlich eine einmalige Applikation von IFN-α 

(ROFERON®; 18 Mio I.E.; ROCHE) (Therapiegruppe B).  

Die Patienten mit HCV-Genotyp 1 erhielten Peg-Interferon-α2a mit einer Wochendosis von 

1,5 µg/kg KG und eine hohe Ribavirindosis mit 1000-1200 mg/Tag über 48 Wochen. 

Patienten mit HCV-Genotyp 2 oder 3 hingegen erhielten Peg-Interferon-α2a mit gleicher 

Wochendosis sowie Ribavirin mit einer Tagesdosis von 800mg über 24 Wochen. 

Den Studienteilnehmern wurde nach folgendem festgelegten Schema Blut entnommen: 

Unmittelbar vor der ersten Interferon-Applikation sowie jeweils 2, 4, 8, 12, 24 und 48 

Stunden nach Therapiebeginn. Im weiteren Verlauf wurden zunächst nach einer Woche, 

dann nach zwei Wochen und vier Wochen, danach in vier-wöchentlichen Abständen über 6 

Monate bei Genotyp 2 und 3, über 12 Monate bei Genotyp 1 und 4 Routinekontrollen 

vorgenommen. Im Sinne eines Follow-Ups erfolgte eine weitere Therapiekontrolle sechs 

Monate nach Therapieende. 
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Die Serumproben wurden dann in unserem Institut anonymisiert, aliquotiert und nach 

Patientennummer und Einsendezeitpunkt bei -20°C gelagert.  

Die Genotypisierung erfolgte durch die diagnostische Abteilung (Inno-LiPa HCV ΙΙ, 

Innogenetics) unseres Instituts und ergab folgendes Verteilungsmuster: In 14 Fällen lag ein 

Genotyp 1a, in 4 Fällen ein Genotyp 1b vor. Bei 10 Patienten wurde ein Genotyp 3a 

diagnostiziert, die Genotypen 2 und 4 waren mit jeweils einem Patienten repräsentiert. 

 

Tabelle 1: Verteilung der Genotypen vor Studienbeginn 

 

 Genotyp 1a Genotyp 1b Genotyp 2b Genotyp 3a Genotyp 4 

Patienten (n) 14 4 1 10 1 

Patienten (%) 46,66 13,33 3,33 33,33 3,33 

 

 

Bei zwei Patienten (Genotyp 3a und Genotyp 4) war zum Zeitpunkt t=0 kein HCV-RNA-

Nachweis mehr möglich. Diese Patienten haben offensichtlich zwischen der 

Diagnosestellung und dem Therapiebeginn spontan das Virus eliminiert (Spontan 

Konverter). Sie wurden zwar in die Studie aufgenommen, fallen jedoch aufgrund der 

schließlich nicht indizierten Therapie bei der Bewertung des Therapieerfolgs heraus. 

 

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkomission der Universität Gießen genehmigt 

(Ethiknummer 21/03). 
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4. Ergebnisse 
 
Mittelpunkt unserer Untersuchungen war die Quantifizierung der HCV-RNA, insbesondere 

in den ersten 48 Stunden nach Therapiebeginn. Weiterhin untersuchten wir die 

Entwicklung des HCV-Core-Antigens und verglichen die Kinetiken der HCV-RNA und 

des HCV-Core-Antigens in der Initialphase der Therapie. Um den Grad der 

Leberzellschädigung zu erfassen wurde als sensitiver Marker der Gehalt an α-Gluthation-S-

Transferase in den Serumproben gemessen. 

Schließlich wurde die TTV-DNA in allen Serumproben quantifiziert, um zu überprüfen, ob 

einerseits andere Viren, die in Zusammenhang mit chronischen Hepatitiden gebracht 

werden, ebenfalls auf Interferon reagieren und ob andererseits die initiale TTV-Viruslast 

oder das TTV-Response-Verhalten in Zusammenhang mit dem Response-Verhalten des 

HCV oder der Prognose einer HCV-Infektion in Zusammenhang steht.  

 

4.1. HCV-RNA-Frühkinetik 
 
Zur Beurteilung des Therapieerfolgs einer Interferon/Ribavirin-Therapie bei chronischer 

HCV-Infektion dient vor allem die HCV-RNA-Frühkinetik, das heißt der Abfall der 

Viruslast in den ersten 48 Stunden nach Interferon-Applikation. Hierbei unterscheidet man 

gemäß einer von THOMAS C und SCHÜTTLER CG vorgeschlagenen Nomenklatur zwischen 

Initial Responder, Delayed Responder und Non Responder.  

Als Initial Responder bezeichnet man Patienten, die unter Interferon-Therapie einen 

unmittelbaren Abfall der Viruslast zeigen, wobei der Abfall der Viruslast mindestens 2,5 

log-Stufen beträgt oder aber die HCV-RNA-Viruslast nach 48 Stunden unter 100 IU/ml 

liegt (Thomas C, 2003). 

Der Begriff des Delayed Responders beschreibt einen verzögerten Abfall der HCV-RNA 

bei gegebener virologischer Response. Im Gegensatz zum Initial Responder kommt es beim 

Delayed Responder zu einem Anstieg der Viruslast über das Ausgangsniveau, was erst 

nach Erreichen eines Peaks in einen Abfall umschlägt. 

Als Non-Responder wurden diejenigen Patienten bezeichnet, die 48 Stunden nach 

Interferon-Applikation kein oder nur unzureichendes virologisches Response-Verhalten 
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zeigten. Da (s. u.) alle so definierten Non-Responder auch über die gesamte Zeit Non-

responder blieben, ergibt sich kein Konflikt mit der üblichen Nomenklatur.  

In den folgenden Tabellen sind die beiden Therapiegruppen nach ihrem Response-

Verhalten und nach einzelnen Genotypen aufgeteilt und einander gegenübergestellt 

(Tabelle 2-6). 

 
Tabelle 2: Response-Verhalten aller 30 Patienten 

 Patienten (n) Patienten (%) 

Initial Responder 7 23,33 % 

Delayed Responder 15 50 % 

Non Responder 6 20 % 

RNA-Konverter 2 6,6 % 

  

Tabelle 3: Response-Verhalten nach Therapiegruppe 

 Gruppe A Gruppe B p-Wert 

Initial Responder 1 6 

 

p< 0,05 

 

Delayed Responder 9 6 p= n.s. 

Non Responder 5 1 p< 0.05 

Gesamt 15 13  

 

Tabelle 4: Response-Verhalten der Therapiegruppe A geordnet nach Genotypen 
 

Genotyp Anzahl 

Initial 

Responder 

[n] 

Initial 

Responder 

[%] 

Delayed 

Responder 

[n] 

Delayed 

Responder 

[%] 

Non 

Responder 

[n] 

Non Responder 

[%] 

1a 5 - - 1 20 % 4 80 % 

1b 3 - - 3 100 % - - 

2b - - - - - - - 

3a 7 1 14,29 % 5 71,42 % 1 14,29 % 
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Tabelle 5: Response-Verhalten der Therapiegruppe B (geordnet nach Genotypen) 

Genotyp Anzahl 

Initial 

Responder 

[n] 

Initial 

Responder 

[%] 

Delayed 

Responder 

[n] 

Delayed 

Responder 

[%] 

Non 

Responder 

[n] 

Non 

Responder 

[%] 

1a 7 1 14,3 % 5 71,4% 1 14,3% 

1b 3 2 66,6% 1 33,3 - - 

2b 1 1 100% - - - - 

3a 2 2 100% - - - - 

 
 Zusammenfassend stellten wir fest, dass bis auf eine Ausnahme alle Patienten mit 

Response, sei es Initial-Response oder Delayed-Response, auch eine anhaltende 

Elimination des Virus im Sinne einer Sustained Response zeigten. Lediglich bei einem 

Patienten (Patient 3, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe A) der ein Delayed Response-

Verhalten zeigte, kam es im weiteren Verlauf zu einem Breakthrough. In Therapiegruppe B 

  zeigte sich signifikant häufiger ein Initial-Response-Verhalten als in Therapiegruppe A.

    Besonders bemerkenswert ist, dass die Rate an Non-Respondern in Therapiegruppe B

      signifikant niedriger war als in Therapiegruppe A (Tabelle 3) 

 

        Die Patienten hingegen, welche nach 48 Stunden als Non-Responder klassifiziert wurden, 

        zeigten auch im weiteren Therapieverlauf keine Elimination des HCV. 

 

 
        4.1.1. Initial Responder 

        Im folgenden Abschnitt sind die HCV-RNA-Frühkinetiken aller sieben Patienten mit einem 

        Initial Response-Verhalten dargestellt (Abbildung 1-7). Bei allen Initial Respondern 

        stellten wir einen unmittelbaren Abfall der HCV-RNA-Konzentration nach Therapiebeginn    

        fest. Der Abfall muss dabei laut unserer Definition mindestens 2,5 log-Stufen betragen oder 

       die HCV-Viruslast muss 48 Stunden nach Therapiebeginn unter der Nachweisgrenze liegen 

       (THOMAS C, 2003). Einige Patienten, welche wir der Gruppe der Initial Responder 

       zuordneten, zeigten in der ersten Stunden nach Therapiebeginn trotz initial deutlichem 

      Abfall der Viruslast einen ausgeprägten Wiederanstieg der HCV-RNA-Konzentration 

      (Patienten 4, 30). Maßgeblich für die Einteilung in ein Initial-Response-Verhalten 

      gegenüber einem Delayed Response-Verhalten ist die Höhe eines eventuellen 

     Wiederanstiegs der Viruslast: Steigt die Viruslast unter Therapie über einen Wert, der den 

     Ausgangswert zum Zeitpunkt t=0 überschreitet, so handelt es sich um ein Delayed 

     Responder. 
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Insgesamt waren alle Patienten dieser Gruppe nach Therapieende HCV-RNA-negativ und 

blieben dies auch in den Nachbeobachtungen bis sechs Monate nach Therapieende. 

Zur besseren Vergleichbarkeit wählten wir in den folgenden Graphiken eine einheitliche 

Darstellung: Für jeden Patienten wurde eine halblogarithmische Darstellung der HCV-

RNA-Kinetik der ersten 48 Stunden angefertigt. Die Skalierung der Ordinate beginnt 1000 

IU/ml und reicht bis 10 Millionen IU/ml. Zusätzlich wurde in einigen ausgesuchten Fällen 

eine lineare Darstellung der Viruskinetik angefertigt, um den individuellen Verlauf präziser 

darstellen und insbesondere bei niedriger Viruslast den Abfall der HCV-RNA besser zeigen 

zu können. Für die linearen Darstellungen wurden die Skalierungen der Ordinate dem 

individuellen Verlauf angepasst. 
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Abbildung 1: Patient 5, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung  
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Abbildung 2: Patient 8, männlich, Genotyp 2b, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 3a: Patient 10, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung, 

Breakthrough nach 5 Monaten. 
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Abbildung 3b: Patient 10, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe B, lineare Darstellung 
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Abbildung 4: Patient 11, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 

 

 



41 
 

Zeit [h]

0 10 20 30 40

H
C

V
-R

N
A

 [I
U

/m
l]

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

Abbildung 5: Patient 18, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 6: Patient 20, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 7a: Patient 30, weiblich, Genotyp 1b, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 7b: Patient 30, lineare Darstellung 
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4.1.2. Delayed Responder 
 
Die Delayed Responder stellten in unseren Untersuchungen die größte Gruppe dar (siehe 

Tabelle 2). Gemeinsam ist allen Delayed Respondern, daß sie unter Therapie einen 

vorübergehenden Anstieg der HCV-RNA-Konzentration über den Ausgangswert der 

Viruslast vor Therapiebeginn zeigten. Dieser Anstieg kann unmittelbar nach der Interferon-

Applikation erfolgen, man spricht dann von einem 2h-Delayed-Response-Verhalten. Es 

kann aber auch zunächst zu einem kurzen Abfall der Viruslast und dann zu einem Anstieg 

über den Ausgangswert kommen. Nach der Definition von Thomas et al. spricht man dann, 

je nach Zeitpunkt des Wiederanstiegs, von einem 4h-, 8h- oder 12h-Delayed-Response-

Verhalten.  

Von den insgesamt fünfzehn Delayed Respondern zeigten vierzehn Patienten eine 

Elimination der HCV-RNA unter Therapie und eine Sustained-Response gemäß den 

Follow-up-Untersuchungen. Bei einem Patienten (Patient 3, männlich, Genotyp 1b) wurde 

in der Kontrolle fünf Monate nach Therapiebeginn ein Breakthrough nachgewiesen. 
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Abbildung 8: Patient 1, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellun 
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Abbildung 9a: Patient 2, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 9b: Patient 2, lineare Darstellung 
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Abbildung 10: Patient 3, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 11a: Patient 4, weiblich, Genotyp 1b, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung (48h-

Zeitpunkt fehlt) 
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Abbildung 11b: Patient 4, lineare Darstellung 
 

Ze it [h]

0 10 20 30 40

H
C

V
-R

N
A

 [I
U

/m
l]

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

Abbildung 12a: Patient 7, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 12b: Patient 7, lineare Darstellung 
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Abbildung 13: Patient 12, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 14a: Patient 13, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 14b: Patient 13, lineare Darstellung 
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Abbildung 15: Patient 15, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 16a: Patient 16, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung  
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Abbildung 16b: Patient 16, lineare Darstellung 
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Abbildung 17: Patient 19, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 18a: Patient 21, weiblich, Genotyp 1a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 18b: Patient 21, lineare Darstellung 
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Abbildung 19a: Patient 24, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 19b: Patient 24, lineare Darstellung 
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Abbildung 20a: Patient 26, weiblich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 20b: Patient 26, lineare Darstellung 
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Abbildung 21: Patient 27, weiblich, Genotyp 1b, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 22: Patient 28, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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4.1.3. Non Responder 
 
Im folgenden Abschnitt sind die HCV-RNA-Frühkinetiken der fünf Non-Responder 

dargestellt. Bei keinem dieser Patienten gelang eine Heilung, bei drei Patienten lag jedoch 

die HCV-RNA-Konzentration im Zeitraum von zwei bis vier Monaten nach 

Therapiebeginn für kurze Zeit unter der Nachweisgrenze. Allerdings stieg die Viruslast 

dann schnell wieder an und blieb danach stetig oberhalb der Nachweisgrenze. Zwei der fünf 

Non Responder zeigten sogar keinerlei Reaktion auf die Therapie und blieben konstant 

deutlich über der Nachweisgrenze.  

In den unten dargestellten Frühkinetiken lässt sich bei keinem der fünf Patienten eine 

adäquate Reaktion auf die Gabe von Interferon nachweisen. 
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Abbildung 23a: Patient 6, weiblich, Genotyp 1a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 23b: Patient 6, lineare Darstellung 
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Abbildung 24: Patient 9, weiblich, Genotyp 1a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 25: Patient 14, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 26: Patient 22, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 27: Patient 25, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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Abbildung 28: Patient 29, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe A, halblogarithmische Darstellung 
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4.1.4. Reaktionstypen der HCV-RNA-Frühkinetik mit und ohne Roferon 
 
Beim Vergleich der Patienten, die zusätzlich zur Peg-IFN-α/Ribavirin-

Kombinationstherapie initial IFN-α ein Mal erhielten, also Patienten der Therapiegruppe B, 

mit den Patienten ohne initiale Gabe von IFN-α (Therapiegruppe A) ergaben sich deutliche 

Unterschiede hinsichtlich des Response-Musters. So fanden wir in der Therapiegruppe B 

überwiegend Initial Responder, während in Therapiegruppe A das Delayed Response-

Verhalten überwog (siehe Tab.3 bisTab.5). Weiterhin zeigte sich, daß Non-Responder in 

der Therapiegruppe A signifikant häufiger zu finden sind (Tabelle 3; p<0,05).  

In der folgenden Graphik ist der arithmetische Mittelwert der auf die Ausgangswerte als 

100 % normierten HCV-RNA-Konzentration aller Patienten der Therapiegruppe A der 

HCV-RNA-Konzentration der Therapiegruppe B gegenübergestellt: 

 

 
Abbildung 29: Mittlere HCV-RNA-Konzentration aller Patienten der Therapiegruppe A bzw. B in den ersten 

48 h. (Therapiegruppe A: n=15, Therapiegruppe B: n=13) 
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Hierbei fällt auf, daß in der Therapiegruppe A ein Anstieg der Viruslast nach zwei Stunden 

vorliegt, der in der Therapiegruppe B fehlt. Hierbei wurde jedoch aufgrund der hohen 

Standardabweichung in Therapiegruppe A kein statistisches Signifikanzniveau erreicht. Im 

Folgenden zeigen beide Kurven einen annähernd identischen Verlauf, jedoch liegen die 

Werte bei Gruppe B wegen des fehlenden Anfangsanstiegs immer etwas niedriger.  

Vergleicht man nun weiterhin die unten folgenden Kinetiken, die nach Response-Verhalten 

und Therapiegruppe getrennt sind, so zeigt sich beim Vergleich der Initial Responder,

daß der Abfall der Viruskonzentration in Therapiegruppe A  wesentlich schwächer 

und langsamer ausfällt.. 

Wodurch diese Unterschiede im Response-Verhalten bedingt sind, galt es in 

weiterführenden Untersuchungen zu klären. 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 30: Mittlere HCV-RNA-Konzentration aller Initial Responder. (Therapiegruppe A: n=1; 

Therapiegruppe B: n=6; * p<0.05) 
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Abbildung 31: Mittlere HCV-RNA-Konzentration aller Non Responder. (Therapiegruppe A: n=5; 

Therapiegruppe B: n=1) 

 

4.2. HCV-Core Antigen 
 

Bereits in der ersten HCV-Studie unseres Instituts wurde neben der HCV-RNA auch das 

Verhalten des HCV-Core-Antigens bestimmt sowie der Quotient aus HCV-RNA und HCV-

Core-Antigen für den Zeitraum der ersten 48 Stunden nach Interferon-Therapiebeginn 

berechnet. Dabei zeigte sich, daß die Kurven beider Parameter nicht, wie zunächst 

vermutet, einen parallelen Verlauf aufweisen, sondern der Quotient aus HCV-RNA/HCV-

Core-Ag im zeitlichen Verlauf signifikanten Schwankungen unterliegt.  

Wir untersuchten insgesamt 406 Proben mit dem in Kapitel 2.2.5 erläuterten Architekt ® 

HCV-Ag-Assay der Firma Abbott und verglichen die Kinetik des HCV-Core-Ag mit der 

der HCV-RNA in den ersten 48 Stunden nach Therapiebeginn. Laut Angaben des 

Herstellers sind alle Proben mit einer Konzentration > 3 fmol/l als HCV-Ag positiv zu 

werten. Die insgesamt 137 negativen HCV-Core-Ag Proben waren auch in der HCV-PCR 

negativ. Ein völlig anderes Bild zeigte sich jedoch beim Vergleich der HCV-RNA 

negativen Proben. Hier waren 52 Proben, die in der HCV-RNA-PCR unter der 

Nachweisgrenze lagen, im HCV-Core-Ag-Assay positiv. Es handelte sich hierbei 
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ausschließlich um Proben von Initial Respondern und Delayed Respondern zum Zeitpunkt 

8, 12, 24 oder 48 Stunden und in einigen Fällen auch noch ein oder zwei Wochen nach 

Therapiebeginn, als die HCV-RNA bereits unter die Nachweisgrenze gefallen war, 

während das Core-Antigen teilweise noch deutlich positiv war. Es ergab sich eine 

Schwankungsbreite von 3,4 fmol/l bis 16165,6 fmol/l, wobei ein Großteil der Proben Core-

Ag-Werte zwischen 15 fmol/l bis 200 fmol/l zeigte. In allen Fällen dieser Core-Persistenz 

fiel jedoch das Core-Protein ebenfalls unter die Nachweisgrenze, mit Ausnahme des 

Patienten Nr. 3, der ein Delayed-Response-Verhalten zeigte und bei dem es im weiteren 

Verlauf nach fünf Monaten zu einem Breakthrough kam. Dieser Patient aus Gruppe A fiel 

vier Wochen nach Therapiebeginn unter die Nachweisgrenze der HCV-RNA-PCR und 

blieb in den Kontrollen vier monatelang HCV-RNA-negativ bis es zum Breakthrough kam. 

Das Core-Antigen hingegen lag über den gesamten Untersuchungszeitraum deutlich im 

positiven Bereich. 

 

 
Abbildung 32: Patient 3: HCV-RNA und Core-Ag im zeitlichen Verlauf über fünf Monate 
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Eben dies konnten wir auch bei den Patienten der ersten HCV-Studie unseres Instituts 

nachweisen, welche mit IFN-α als Monotherapie behandelt wurden. In dieser Studie kam es 

bei einem Patienten zu einem Breakthrough, bei einem Patienten zu einem Relapse und bei 

einem Non-Responder zu einem zwischenzeitlichen Abfall der HCV-RNA unter die 

Nachweisgrenze. In allen Fällen blieb jedoch das HCV-Core-Ag deutlich länger positiv und 

fiel erst im Verlauf unter die Nachweisgrenze. Da jedoch die Proben damals mit dem 

Ortho®Trak-CTM Assay (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, USA, Kat.Nr. 933200RUO) 

gemessen wurde, welcher eine niedrigere Sensitivität aufweist als der in unserer Studie 

verwendete Architekt® HCV-Ag-Assay der Fa.Abbott, maßen wir sämtliche Proben der 

oben genannten Studie nochmals mit dem Architekt-Assay. Dabei stellten wir fest, daß bei 

diesen drei Patienten sämtliche Proben HCV-Core-Ag positiv waren und dies auch über 

mehrere Monate nach Therapieende blieben, bis schließlich die Proben wieder HCV-RNA 

positiv wurden. 

In den nachfolgenden Grafiken sind die Verläufe der HCV-RNA, des HCV-Core-Antigens 

und des Quotienten HCV-RNA/HCV-Core-Ag einiger Patienten exemplarisch dargestellt. 

Zur besseren Vergleichbarkeit wählten wir einheitliche Skalierungen für die Darstellung 

der Kurvenverläufe von HCV-RNA und HCV-Core-Antigen. Lediglich zur Darstellung des 

RNA/Core-Quotienten passten wir aus Gründen der Übersichtlichkeit die Skalierung dem 

jeweiligen Wert an. 
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Abbildung 33: Patient 10, männlich, Genotyp 1, Therapiegruppe B, Initial Responder; vor Therapiebeginn 

RNA/Core-Quotient 1,06, unter Therapie deutliche Zunahme des Quotienten, rasche Viruselimination. 

Abbildung 34: Patient 19, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, Initial Responder; unter Therapie 

deutliche Zunahme des RNA/Core-Quotienten, rasche Viruselimination 
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Abbildung 35: Patient 3, männlich, Genotyp 1b, Therapiegruppe A, Delayed Responder, Breakthrough; unter 

Therapie keine wesentliche Änderung des RNA/Core-Quotienten, sehr träge Viruselimination 
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Abbildung 36: Patient 11, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, Initial Responder; vor Therapiebeginn 

hohe RNA/Core Quotient, unter Therapie Abnahme des Quotienten, träge Viruselimination 
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Abbildung 37: Patient 14, männlich, Genoty1, Therapiegruppe A, Non-Responder; unter Therapie keine 

signifikante Änderung des RNA/Core-Quotienten; keine Viruselimination 
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Abbildung 38: Patient 22, männlich, Genotyp 1a, Therapiegruppe B, Non-Responder; unter Therapie keine 

signifikante Änderung des RNA/Core-Quotienten; keine Viruselimination 

 

 

4.3. Ferritin-Bestimmung vor Therapiebeginn 
 

Seit einigen Jahren wird ein hoher Ferritin-Wert im Serum vor Therapiebeginn in 

Zusammenhang mit einem schlechteren Ansprechen auf IFN-α gebracht. Analog dazu 

werden niedrige Ferritin-Werte als prognostisch günstiger Faktor eingestuft (Zeuzem S, 

2004). 

Wir untersuchten daher sämtliche Patienten vor Therapiebeginn auf die Ferritin-Werte vor 

der ersten IFN-α-Applikation. Die Messungen wurden im Zentrallabor des 

Universitätsklinikums Gießen durchgeführt. Anschließend teilten wir die Patienten  nach 

Response-Verhalten auf: 
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 Initial 
Responder 

Delayed 
Responder 

Non-Responder Sero-Konverter 

Ferritin im 
Normbereich < 
250 ng/ml 

 
7 

 
9 

 
3 

 
2 

Ferritin erhöht 3 4 2 - 
 

Anhand dieser Daten lässt sich keine Response-bezogene Korrelation zum Ferritin-Wert 

herstellen. Auch bei der Berechnung der Mittelwerte der Ferritin-Konzentration in den 

einzelnen Response-Gruppen zeigte sich keine signifikante Auffälligkeit. Sowohl in der 

Gruppe der Initial Responder als auch bei den Non Respondern kamen Patienten mit 

deutlich erhöhten als auch niedrig-normalen Ferritin-Werten vor. 

 

 

4.4. α-Glutathion-S-Transferase im Bezug zur viralen Kinetik 

 
Die Quantifizierungen der HCV-RNA und des HCV-Core-Antigens ergaben in unseren 

Untersuchungen drei unterschiedliche Reaktionsmuster der Frühkinetik, die in gleicher 

Form auch schon in der ersten HCV-Kinetik-Studie unseres Instituts beobachtet wurden. 

Interessant dabei ist vor allem die Frage, warum die Gruppe der Delayed Responder im 

Gegensatz zur Gruppe der Initial Responder einen deutlichen Anstieg der HCV-RNA in 

den ersten Stunden nach Interferon-Applikation zeigt, während die gemittelte Viruslast 48 

Stunden nach Therapiebeginn bei beiden Response-Typen keine signifikanten Unterschiede 

ergibt. Ursache dieses Unterschieds könnte eine massive Leberzellschädigung durch einen 

Therapie-induzierten Hepatozytenzerfall sein. Inwieweit eine solche Leberzellschädigung 

bei den einzelnen Response-Typen und Therapiegruppen vorliegt, und ob diese einen 

Einfluss auf die Therapieprognose hat, soll durch Messung der α-GST ermittelt werden. 

Aufgrund der  in der Einleitung beschriebenen Nachteile, verzichteten wir zum Nachweis 

einer hepatozellulären Schädigung auf die Bestimmung der ALT und AST und 

untersuchten ausschließlich die α-GST und zwar jede einzelne Serumprobe, um 

sebastianszardien
Schreibmaschinentext
Tabelle 6: Ferritin-Werte nach Response-Muster aufgeteilt

sebastianszardien
Schreibmaschinentext

sebastianszardien
Schreibmaschinentext

sebastianszardien
Schreibmaschinentext
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insbesondere Veränderungen in den ersten 48 Stunden nach Therapiebeginn feststellen zu 

können (Abb. 39, 40).  

Schon vor Therapiebeginn konnten wir bei lediglich drei der 30 Patienten einen α-GST-

Wert unter 7,5 ng/ml feststellen, wobei einer dieser drei Patienten zu den beiden 

Serokonvertern zählt, also bereits zu einem nicht genau bekannten Zeitpunkt vor 

Therapiebeginn HCV-RNA-negativ war.  

Bei allen anderen Patienten lag der Wert bereits vor Therapie deutlich über der Norm. 

  

 Tabelle 7: GST-Konzentrationen vor Therapiebeginn

 < 7,5 ng/ml 7,5-20 ng/ml 20-40 ng/ml > 40 ng/ml 

Patienten 

absolut 
3 15 8 4 

Patienten 

prozentual 
10 % 50 % 26,67 % 13,33 % 

 

 

 

Bemerkenswert dabei erscheint, daß alle Patienten, die initial sehr hohe α-GST-Werte über 

40 ng/ml hatten, das gleiche Response-Verhalten zeigten: Es handelte sich um Delayed 

Responder mit einem signifikantem HCV-RNA-Peak (p<0.05) zwei Stunden nach 

Interferon-Applikation und anschließend einem sehr raschen Abfall der HCV-Viruslast. 

Zwei der vier Patienten waren bereits nach zwölf Stunden, alle vier Patienten nach 48 

Stunden HCV-RNA negativ und blieben dies auch nach Therapieende im Sinne einer 

Sustained Response (Abb. 39). Weiterhin konnten wir beobachten, daß diese Patienten auch  

allesamt einen sehr niedrigen RNA/Core-Quotienten aufwiesen.  
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Abbildung 39: Mittlere HCV-RNA-Konzentration aller Patienten mit α-GST-Werten > 40 ng/ml vor 

Therapiebeginn (n=4) 

 
Analog dazu ließ sich jedoch bei α-GST-Werten im Normbereich sowie leicht bis mäßig 

erhöhten Werten kein besonderes Response-Verhalten nachweisen. So zeigten manche 

Patienten mit initial niedrigen α-GST-Werten einen ausgeprägten Anstieg unter Interferon-

Therapie, während andere Patienten kaum Veränderung der α-GST-Konzentration zeigten.  

Jedoch scheint ein Anstieg der α-GST unter Therapie für die Viruselimination von 

entscheidender Bedeutung zu sein. So fanden wir bei allen Respondern, mit Ausnahme von 

zwei Delayed Respondern, welche das Virus sehr langsam eliminierten, einen deutlichen 

Anstieg der GST-Konzentration um mindestens 10 ng/ml. Dieser GST-Peak trat in 

Therapiegruppe A nach acht Stunden, in der Therapiegruppe B nach zwei bis vier Stunden 

und als zweiter Peak zwischen zwölf und achtundvierzig Stunden nach Therapiebeginn auf, 

fiel also, unter Berücksichtigung der verschiedenen Anflutungszeiten von pegyliertem und 

nicht-pegyliertem Interferon, mit dem Anstieg des Interferon-Plasmaspiegels zusammen. 

(Abb. 39-45)
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Abbildung 40: Mittlere α-GST Konzentration in den ersten 48 Stunden nach Therapiebeginn 
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Abbildung 41: Patient 19, Delayed Responder, Therapiegruppe A, vor Therapie sehr hohe α-GST (76,99 

ng/ml) 
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Abbildung 42: Patient 27, Delayed Responder, Therapiegruppe A, vor Therapie niedrige α-GST (1,01 

ng/ml), ausgeprägter GST-Anstieg 
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Abbildung 43: Patient 26, Delayed Responder, Therapiegruppe B, vor Therapie niedrige α-GST (6,06 ng/ml), 

kein GST-Anstieg 
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Abbildung 44: Patient 29, Non Responder, Therapiegruppe A, kein GST-Anstieg unter Therapie 
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Abbildung 45: Patient 10, Initial Responder, Therapiegruppe B, ausgeprägter GST-Anstieg unter Therapie 
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Des Weiteren konnten wir zeigen, daß ein deutlicher Zusammenhang zwischen der 

absoluten Konzentration des HCV-Core-Antigens sowie des HCV-RNA/HCV-Core-

Quotienten und der Höhe der α-GST-Konzentration besteht. So zeigten Patienten mit hohen 

α-GST-Werten niedrigere HCV-Core-Antigen Konzentrationen als Patienten mit

niedrigeren α-GST-Werten. Zur Verdeutlichung folgende Graphik:

 

 
 
Abbildung 46: Lineare Darstellung der Beziehung zwischen initialer α-GST-Konzentration und initialer 

HCV-Core-Ag-Konzentration (n=28, r2= -0.6049, p<0.001) 

 

Im vorangegangenen Kapitel wurde bereits auf die Tatsache hingewiesen, daß es bei 

einigen Patienten zu einem Abfall der HCV-RNA unter die Nachweisgrenze kam, während 

das Core-Antigen noch nachweisbar war. Bei diesen Patienten untersuchten wir in jenen 

Proben auch die Konzentration der α-GST und stellten dabei fest, daß diese ebenfalls in 

allen Proben erhöht war, in denen das Core-Protein noch nachweisbar war. Erst mit dem 

Abfall des Core-Proteins unter die Nachweisgrenze von 3 fmol/l sank auch die α-GST auf 

Werte unter 7,5 ng/ml, also in den Normbereich. Exemplarisch dazu einige ausgewählte 

Patientenverläufe 
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Abbildung 47: Patient 5, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, Initial Responder 

 

Abbildung 48: Patient 12, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, Delayed Responder 
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Abbildung 49: Patient 15, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, Delayed Responder 

 

Abbildung 50: Patient 18, männlich, Genotyp 3a, Therapiegruppe B, Initial Responder 
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Abbildung 51: Patient 19, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe A, Delayed Responder 

 

Abbildung 52: Patient 20, weiblich, Genotyp 3a, Therapiegruppe B, Initial Responder 
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Abbildung 53: Patient 8, männlich, Genotyp 2b, Therapiegruppe B, Initial Responder 

 

 

4.6. TTV-Viruslast und TTV-Frühkinetik 
 

Gegenstand unserer Untersuchungen sollte sein, darzustellen, inwieweit eine vorliegende 

Infektion mit dem TT-Virus in Zusammenhang mit der Interferon-Response des Patienten 

steht, ob die Höhe der TT-Viruslast Einfluss auf Therapieresponse und 

Leberzellschädigung hat und schließlich, ob das TT-Virus selber auf die Gabe von 

Interferonen reagiert. Dazu untersuchten wir zunächst jede Serumprobe der Patienten zum 

Zeitpunkt t=0, um herauszufinden, ob zum Zeitpunkt des Therapiebeginns eine Infektion 

mit TTV vorlag. Hierbei ergab sich folgendes Verteilungsmuster: Vor Therapiebeginn 

waren 18 Patienten TTV-positiv, 12 Patienten TTV-negativ. Bei diesen 12 Patienten 

erfolgten keine weiteren Messungen, von allen TTV-positiven Patienten wurde jedoch wie 

zuvor bei der HCV-Quantifizierung eine Kinetik der ersten 48 Stunden erstellt und die 

Langzeitverläufe beobachtet.  
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Zunächst untersuchten wir anhand tabellarischer Daten, ob ein Zusammenhang zwischen 

einer TTV-Infektion und dem HCV-Response-Verhalten besteht. 

 

 Tabelle 8: TTV-Verteilung bei verschiedenen HCV-Response-Typen

 
HCV-Initial 

Responder 

HCV-Delayed 

Responder 

HCV-Non 

Responder 
Serokonverter 

TTV-positiv 6 9 3 - 

TTV-negativ 4 4 2 2 

 
 

Insgesamt zeigten sich hierbei keinerlei Auffälligkeiten.

Auch bei weitergehender Betrachtung der statistischen Daten konnte keine signifikante 

Auffälligkeit hinsichtlich der Korrelation zwischen TTV-Viruslast und HCV-Viruslast 

gefunden werden. So steht weder eine hohe HCV-RNA-Konzentration in Zusammenhang 

mit einer hohen TTV-Viruslast noch umgekehrt. Auch die Höhe der leberzellspezifischen 

α-GST korreliert nicht mit der Höhe der TTV-DNA.  

Gegenstand weitere Untersuchungen war nun das Ansprechen von Interferon auf das TT-

Virus, insbesondere das Ansprechen in der Frühphase der Therapie. Hierzu maßen wir 

zunächst die TTV-DNA-Konzentration in den Serumproben aller Patienten und 

untersuchten die Kinetik, getrennt nach Therapiegruppen, in den ersten 48 Stunden nach 

Therapiebeginn. Dabei ergab sich ein überraschendes Ergebnis: Im Gegensatz zu unseren 

Beobachtungen beim Hepatitis-C-Virus zeigte sich beim TT-Virus in Therapiegruppe B ein 

deutlicher Peak der TTV-Viruslast in den ersten Stunden nach Therapiebeginn. 
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Abbildung 54: Mittlere TTV-DNA-Konzentration in den initialen 48h der Therapie in Therapiegruppe A und 

B (Therapiegruppe A: n=10, Therapiegruppe B: n=8; * p<0.05) 

 

 

 

Betrachtet man nun die TTV-DNA-Kinetik über einen Zeitraum von 14 Tagen nach 

Therapiebeginn, so fällt auf, daß beide Therapiegruppen nach zwei Tagen einen 

kontinuierlichen Abfall der TTV-Viruslast aufweisen.   
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Abbildung 55: Mittlere TTV-DNA-Konzentration in den ersten 14 Tagen der Therapie in Therapiegruppe A 

und B (Therapiegruppe A: n=10, Therapiegruppe B: n=8; * p<0.05) 

 

 

Bei der Betrachtungen der individuellen TTV-Kinetiken fällt auf, daß das TT-Virus 

ebenfalls auf Interferon anspricht. So blieben von den ursprünglich 18 TTV-positiven 

Patienten am Therapieende nur noch vier Patienten übrig, bei denen das TT-Virus 

nachweisbar war. Alle anderen Patienten waren TTV-negativ. Allerdings ließen sich bei 

TTV keine einheitlichen Reaktionsmuster analog zu HCV darstellen. Auch das HCV-

Response-Verhalten korrelierte nicht mit dem Ansprechen von TTV auf Interferon. Im 

Folgenden sind verschiedene Patienten-Graphiken dargestellt, um das heterogene 

Verteilungsmuster von HCV-Respondern, HCV-Non Respondern, TTV-Respondern und 

TTV-Non Respondern zu verdeutlichen: 
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Abbildung 56: Patient 2, HCV Delayed responder, TTV Non Responder, Therapiegruppe A 
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Abbildung 57: Patient 3, HCV Delayed responder, TTV Responder, Therapiegruppe A 
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Abbildung 60: Patient 9, HCV-Non Responder, TTV-Responder, Therapiegruppe A 
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Abbildung 61: Patient 16, HCV-Initial Responder, TTV-Responder, Therapiegruppe B 
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Abbildung 62: Patient 19, HCV-Delayed Responder, TTV-Non Responder, Therapiegruppe A 
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Abbildung 63: Patient 19, Verlauf über die ersten sieben Tage nach Therapiebeginn 
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Abbildung 64: Patient 24, HCV-Delayed Responder, TTV-Non Responder, Therapiegruppe B 
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Abbildung 65: Patient 25, HCV-Non Responder, TTV-Responder, Therapiegruppe A 
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Abbildung 66: Patient 25, Verlauf über die ersten sieben Tage nach Therapiebeginn 
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Abbildung 67: Patient 27, HCV-Delayed Responder, TTV-Responder, Therapiegruppe A 
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5. Diskussion 
 

5.1. Pegyliertes Interferon plus Interferon-α: Therapie der Zukunft? 
 
Seit Zulassung und Empfehlung der European Association for the Study of the Liver 

(EASL) der Kombinationstherapie von Interferon und Ribavirin zur Behandlung der 

chronischen Hepatitis C im Jahre 1999, hat sich die Prognose von Patienten mit chronischer 

Hepatitis C entscheidend verbessert. Bei den Genotypen 2 und 3 konnten schon damals 

Sustained Response-Raten von etwa 65 % erreicht werden. Diese Erfolgsquote konnte 

durch die Einführung der pegylierten Interferone und der Kombinationstherapie aus 

pegyliertem Interferon plus Ribavirin auf 75-80% nochmals gesteigert werden. Ein 

Problem stellen jedoch nach wie vor die  Genotypen 1 und 4 dar, welche bislang, trotz  

Einführung der pegylierten Interferone und Verlängerung der Therapiedauer auf zwölf 

Monate, noch immer dauerhafte Heilungsraten unter 50 % aufweisen. Da jedoch die 

Genotypen 1a und 1b  in Europa die häufigsten Genotypen darstellen, gilt es, neue 

Therapieoptionen zur Verbesserung der Therapieprognose zu finden. 

Das Problem einer IFN-α plus Ribavirin-Kombinationstheapie besteht darin, daß das 

Interferon, bedingt durch seine Pharmakokinetik, zwar sehr schnell anflutet, ebenso rasch 

jedoch wieder abfällt. Dadurch kommt es zu erheblichen Spitzen und Tälern der IFN-α-

Serumkonzentration. 

Diese Konzentrationsschwankungen wurden durch die Einführung der pegylierten 

Interferone behoben, da diese durch ihre verzögerte Freisetzung zu konstanten 

Serumspiegeln führen. Ein denkbarer Nachteil der pegylierten Interferone ist jedoch ihre 

langsame Anflutungszeit. Erst nach ca. 70 Stunden erreicht das pegylierte Interferon seine 

Höchstkonzentration im Serum. Insbesondere in den ersten Stunden nach PEG-IFN-α-Gabe 

sind die Serumspiegel hingegen sehr niedrig. 

Diese Unterschiede in der Pharmakokinetik wollte sich das Therapiekonzept der dieser 

Arbeit zugrunde liegenden Studie zunutze machen. Daher wurde die derzeitige 

Therapieempfehlung aus PEG-IFN-α und Ribavirin (in Kapitel 1.5 beschrieben) mit einer 

zusätzlichen Gabe von IFN-α einmalig unmittelbar vor Therapiebeginn kombiniert 
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(Therapiegruppe B) und mit den Ergebnissen der Kombinationstherapie aus PEG-IFN-α 

und Ribavirin (Therapiegruppe A) verglichen.  

Leider ergab sich bei der Auswertung, daß trotz doppelter Verblindung und 

Randomisierung die Zusammensetzung der Therapiearme hinsichtlich der Genotypen 

erhebliche Unterschiede aufwiesen. So trugen in der Therapiegruppe A acht Patienten den 

Genotyp 1a oder 1b und sieben Patienten den Genotyp 3a, während in Therapiegruppe B 

zehn Patienten den Genotyp 1a oder 1b trugen, aber nur drei Patienten Genotyp 2 oder 3a. 

Somit bestand ein Mißverhältnis zwischen den besser zu therapierenden Genotypen 2 und 3 

im Vergleich zu den bisher wesentlich schlechter zu therapierenden Genotypen 1 und 4. 

Nichtsdestotrotz zeigten sich in Therapiegruppe B insgesamt bessere Therapieergebnisse 

als in Therapiegruppe A. Nur ein Patient von dreizehn wurde als Non Responder eingestuft, 

alle anderen Patienten der Therapiegruppe B sprachen auf die Therapie an und blieben auch 

in den Follow-Up-Untersuchungen HCV-RNA sowie HCV-Core-Ag negativ. Dies 

entspricht einer SVR-Rate von über 92%.  

In der Therapiegruppe A wiesen vier von fünfzehn Patienten ein Non Response-Verhalten 

auf, bei einem weiteren Patienten kam es zu einem Breakthrough. Damit kam es also bei 

zehn von fünfzehn Patienten zu einer SVR, dies entspricht 66% und deckt sich damit mit 

der SVR-Rate großer Studien, bei denen ebenfalls dauerhafte Ansprechraten von 65-70% 

für die PEG-IFN-α/Ribavirin-Kombinationstherapie beschrieben wurden.  

Auch das Response-Verhalten beider Therapiegruppen in den ersten 48 Stunden nach 

Therapiebeginn offenbart signifikante Unterschiede. Wie Tabelle 2 zeigt, überwiegen in 

Therapiegruppe B die Initial Responder, während die Delayed Responder den Großteil der 

Patienten aus Therapiegruppe A stellen. 

Anhand unserer Daten lässt sich unsere ursprüngliche Vermutung bestätigen, daß eine 

einmalige IFN-α-Gabe zu Beginn der Therapie zu einer Verbesserung des 

Therapieergebnisses führt. Insbesondere Patienten mit Genotyp 1a oder 1b, die insgesamt 

eine schlechtere Prognose bezüglich dauerhafter virologischer Ansprechraten zeigen, 

scheinen von dieser Interferon-Applikation zu profitieren. Selbstverständlich bedarf es 

weiterführender Untersuchungen mit größeren Fallzahlen um diesen Sachverhalt zu 

verifizieren, die Unterschiede im Hinblick auf das allgemeine und genotypenspezifische 

Ansprechen sind jedoch bereits in unserem Patientenkollektiv so eindeutig, daß von einer 
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Prognoseverbesserung für alle Patienten mit dem von uns eingeführten Therapieregime 

ausgegangen werden kann. 

 

5.2. HCV-Core-Antigen: Diagnostische Alternative zur HCV-PCR? 

 
Bisher wurde in der Behandlung der chronischen Hepatitis C zur Therapieüberwachung die 

quantitative HCV-PCR verwendet, welche sich  durch hohe Sensitivität und Spezifität 

auszeichnet. Mit der quantitativen PCR ist es nicht nur möglich, geringe Virusmengen, 

sondern darüber hinaus auch Veränderungen der Viruslast mit ausreichender Genauigkeit 

nachzuweisen und damit frühzeitig einen Therapieerfolg zu beweisen. 

Nachteil der HCV-PCR ist allerdings der Kostenfaktor, denn noch immer ist die PCR 

deutlich kostspieliger als Antigen- oder Antikörpernachweisverfahren. Daher gab es in den 

letzten Jahren vermehrt Bemühungen ein Nachweisverfahren für das HCV-Core-Antigen 

zu entwickeln, der in Sensitivität und Spezifität der HCV-PCR gleicht oder zumindest 

nahekommt und eben so wie diese eine Aussage über die jeweilige Veränderung der 

Viruslast zulässt.  

 

Unsere Untersuchungen ergaben, daß der Architekt® HCV-Core-Ag-Assay diese 

Anforderungen erfüllt. Bei insgesamt 406 untersuchten Proben war keine der HCV-Core-

Ag negativen Proben in den hauseigenen Realtime-HCV-PCR positiv. Umgekehrt konnten 

jedoch 52 Proben HCV-RNA-negative Proben im Core-Ag-Assay als positiv gewertet 

werden. Ein Teil dieser Proben wurde auch in der diagnostischen Abteilung unseres 

Instituts mit einem kommerziell erworbenen Test untersucht und zeigte sich dort ebenfalls 

HCV-RNA-negativ. In der ersten HCV-Interferon-Studie unseres Instituts konnte gezeigt 

werden, daß die Eliminationshalbwertszeit des Core-Antigens um den Faktor 2,05 

signifikant länger als die der HCV-RNA ist. Aus diesem Grund lässt sich das Core-Antigen 

bei vielen Patienten auch noch 48 Stunden nach Therapiebeginn nachweisen, obwohl die 

HCV-RNA schon nach acht oder zwölf Stunden unter der Nachweisgrenze lag.  

Die längere Eliminationshalbwertszeit erklärt jedoch nicht, warum das Core-Antigen in 

einigen Fällen noch über mehrere Wochen persistiert und bei Patienten mit Breakthrough 

über den gesamten Untersuchungszeitraum nachweisbar bleibt. 
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Weiterhin wurde in der ersten HCV-Interferon-Studie unseres Instituts beobachtet, daß ein 

Großteil der Responder vor Behandlung einen deutlich kleineren HCV-RNA/HCV-Core-

Ag-Quotienten als die Gruppe der Non Responder aufwies. Diese Beobachtungen konnten 

sich in unseren Untersuchungen nicht bestätigen, da sowohl Patienten mit initial hohen als 

auch mit niedrigen RNA/Core-Quotienten gute virologische Ansprechraten zeigten und 

unter den fünf Non Respondern sowohl hohe als auch niedrige RNA/Core-Quotienten 

beobachtet wurden. 

Vielmehr zeigte sich in unseren Untersuchungen, daß nicht die Höhe des Quotienten vor 

Therapiebeginn, sondern vor allem dessen Veränderung unter IFN-α-Therapie für das 

virologische Response-Verhalten entscheidend ist. Sämtliche Patienten, die in den ersten 24 

Stunden der Therapie eine deutliche Zunahme des Quotienten zeigten, also einen stärkeren 

Abfall des Core-Antigens als der HCV-RNA aufwiesen, zeichneten sich durch eine überaus 

rasche Elimination des Virus auf und waren allesamt nach 48 Stunden HCV-RNA und 

HCV-Core-Ag negativ. Demgegenüber stehen die fünf Non-Responder, welche allesamt in 

den ersten 24-48 Stunden nach Therapiebeginn keine wesentlichen Veränderungen des 

HCV-RNA/HCV-Core-Ag-Quotienten aufwiesen. 

 

Die Ursachen für das Scheitern einer initial erfolgreichen IFN-α-Therapie sind noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Diskutiert wird das Auftreten bzw. die Selektion 

Interferonresistenter HCV-Mutanten, „Downregulation“ des spezifischen zellulären 

Interferon-Rezeptors, und die Bildung von Antikörpern gegen IFN-α, die zu einer Abnahme 

bzw. Aufhebung der IFN-α-Wirkung führen. In einigen Studien konnte eine Assoziation 

zwischen einem Breakthrough und Auftreten von IFN-α-Antikörpern nachgewiesen werden 

(Roffi L. et al., 1995; Hoffmann RH et al., 1999). In weiterführenden Arbeiten konnte 

bewiesen werden, daß 29 % der Patienten unter IFN-α-Therapie Antikörper gegen 

rekombinantes IFN-α entwickeln, jedoch nur ein kleiner Teil dieser Patienten tatsächlich 

ein Breakthrough zeigte.  

Für jene Patienten erscheint es daher sinnvoll, einen prädiktiven Marker zu finden, der 

frühzeitig erkennen lässt, ob mit einem Breakthrough zu rechnen ist. Um eine Korrelation 

zwischen dem Verlauf des Core-Antigens und dem Therapieverhalten zu beweisen, 

untersuchten wir die Serumproben aller Patienten sowie zusätzlich die Proben von 
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Patienten, die in vergangenen Studien unseres Instituts mit IFN-α oder PEG-IFN-α 

therapiert wurden.  

Bei unseren Untersuchungen trat bei einem Patienten ein Breakthrough auf. Bei diesem 

Patienten zeigte sich ein deutlich von der Norm abweichender Verlauf des Core-Antigens.

Während die Initial Responder und Delayed Responder mit Sustained 

Response einen kontinuierlichen Abfall des Core-Antigens bis unter die Nachweisgrenze 

zeigten, blieb der Patient mit Breakthrough über den gesamten Untersuchungszeitraum 

Core-Ag-positiv.  

Eine solche Persistenz des Core-Antigens bei Patienten mit initial positivem virologischen 

Ansprechen und späterem Breakthrough oder Relapse ist bisher in dieser Form noch nicht 

beobachtet worden. Zwar gibt es seit einiger Zeit die Vermutung, daß das Core-Antigen 

durch immunsuppressive Wirkung zur Chronifizierung der Krankheit  führt und das 

Therapieversagen einer IFN-α-Therapie maßgeblich beeinflusst, jedoch konnte dies bisher 

nicht beweisend dargelegt werden. 

Unsere Daten zeigen eine eindeutige Korrelation zwischen Kinetik des Core-Antigens und 

dem Response-Verhalten der Patienten. Eine unzureichende Abnahme des Core-Antigens 

scheint ein Versagen der IFN-Therapie schon frühzeitig anzuzeigen. Gestützt wird diese 

Beobachtung durch die Hinzunahme des Quotienten aus HCV-RNA und HCV-Core-Ag. Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass eine Variationen des Quotienten dieser beiden 

Parameter im Verlauf einer chronischen HCV-Infektion auftritt (ZANETTI AR et al, 2003) 

und es wurde postuliert, dass eine Verschiebung des Quotienten prognostische 

Aussagekraft bezüglich der Krankheitsaktivität hat (LARGE MK et al, 1999; CARABAICH A 

et al, 2005). Wir konnten feststellen, daß eine Zunahme dieses Quotienten in den ersten 

48 Stunden der Therapie mit einer raschen und anhaltenden Viruselimination assoziiert 

war, während ein gleichbleibender oder fallender Quotient vor allem bei Non Respondern 

und Patienten mit Breakthrough zu beobachten war.  

Dies stützt den Verdacht, daß dem Core-Ag eine zentrale Rolle bei Therapieversagen unter 

IFN-Therapie zukommt. Anscheinend gelingt es dem Virus unter bestimmten 

Voraussetzungen, durch Einfluß des Core-Antigens einer durch Interferon induzierten 

suffizienten Immunantwort des Patienten zu entgehen. Es wurde in diesem Zusammenhang 

postuliert, dass eine Zunahme des Quotienten aus HCV-RNA und HCV-Core-Ag durch die 
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Präsenz inkompletter, defekter Viruspartikel bedingt ist, welche letztlich Indiz für eine 

schnellere Viruselimination sein könnten (FERAY C et al., 2003).  

Für die Praxis entscheidend ist ein Parameter, der frühzeitig eine Aussage über das 

individuelle Response-Verhalten eines Patienten zulässt.  

Sicherlich erscheint es momentan verfrüht, anhand unserer Datenlage das Core-Antigen als 

prognostischen Faktor einer Interferon-Therapie der HCV-RNA gleichzusetzen. Zur 

Verifizierung der Daten bedarf es zunächst noch größerer Fallzahlen. Allerdings kann man 

davon ausgehen, daß in Zukunft das Core-Ag eine entscheidende Rolle in der 

prätherapeutischen und therapeutischen Phase könnte, da es aufgrund hoffentlich niedriger 

Kosten, vergleichbarer Sensitivität und Spezifität der HCV-RNA-PCR ebenbürtig ist und 

darüber hinaus Informationen über die Krankheitsentwicklung zu liefern scheint, die bei 

alleiniger Beurteilung der HCV-RNA nicht verfügbar sind. 

 

5.3. HCV-RNA und α-GST als Marker der spezifischen IFN-Response 
 

Im Bezug auf das Therapieverhalten der verschiedenen HCV-Genotypen und dem 

individuellen Response-Verhalten einzelner Patienten sind noch viele Fragen ungeklärt. 

Insbesondere die Frage, warum es bei bestimmte Patienten nicht gelingt, mittels IFN-α-

Therapie das HCV zu eliminieren ist dabei von Interesse. Bisher wurden lediglich  

prognostisch günstige und ungünstige Faktoren beschrieben. Als günstige Faktoren 

hinsichtlich eines positiven Ansprechens auf IFN-α wurden dabei unter anderem folgende 

Faktoren genannt (Berg, T, Hopf U, 2001): 

 

1. niedriges Alter 

2. weibliches Geschlecht 

3. geringer Fibrosegrad der Leber 

4. deutlich erhöhte Transaminasen 

5. niedriges Ferritin 

6. Genotyp 2 oder 3 

7. niedriges HCV-RNA-Konzentration vor Therapiebeginn 

8. geringe Heterogenität der Viruspopulation 
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Bei allen diesen Punkten handelt es sich jedoch um rein deskriptive Faktoren, welche einer 

gewissen statistischen Schwankungsbreite unterliegen und nicht mit Bestimmtheit dem 

Therapieansprechen zugeordnet werden können. Die größte Verlässlichkeit bietet 

insgesamt noch das Vorliegen eines Genotyps 2 oder 3, welche eine Therapieerfolgsquote 

von etwa 80% versprechen. Alle übrigen Faktoren sind deutlich weniger verlässlich. Einige 

Studien negieren sogar sämtliche Prognosemarker mit Ausnahme des Genotyps (Xie Y et 

al., 2005). 

In unseren Untersuchungen sollte es unter anderem darum gehen, bestimmte Prognose-

Faktoren zu überprüfen und darüber hinaus nach Faktoren zu suchen, die eine 

zuverlässigere Aussage hinsichtlich des Response-Verhaltens zulassen.  

 

Als einen potentiellen prognostischen Faktor untersuchten wir den entzündlichen 

Aktivitätsgrad der Leber jedes Patienten. Hierzu gab es in der Vergangenheit 

widersprüchliche Aussagen hinsichtlich der Prognose. Einerseits wurden erhöhte 

Transaminasen mit einem besseren Ansprechen auf eine Interferon-Therapie in 

Zusammenhang gebracht. Hintergrund dieser Vermutung war die Überlegung, daß es durch 

eine stärkere entzündliche Aktivität zu einer besseren Immunantwort gegen das Virus und 

somit zu einer schnelleren Elimination kommt. Andererseits beobachtete man allerdings, 

daß die Ansprechrate von Patienten mit chronischer Hepatitis C und normalen 

Transaminasen gleich hoch ist wie von Patienten mit erhöhten Transaminasen 

 

Wir verwendeten als Marker des Leberzellzerfalls statt der Transaminasen die α-

Gluthation-S-Transferase, welche zum einen leberzellspezifisch ist und zum anderen durch 

ihre kurze Halbwertszeit eine exakte Beurteilung des Leberzellzerfalls im Stundenbereich 

ermöglicht. Dabei konnten wir zeigen, daß es bei hohen α-GST-Werten vor Therapiebeginn 

stets zu einer sehr raschen Viruselimination kam. Des Weiteren fiel auf, daß Patienten, 

welche einen signifikanten Anstieg der α-GST unter Therapie entwickelten, ebenfalls sehr 

schnell das Hepatitis-C-Virus eliminierten.  
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Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen der ersten HCV-Interferon-

Studie unseres Instituts und unserer Vermutung, daß sich ein hoher entzündlicher 

Aktivitätsgrad vor Therapiebeginn positiv auf die Viruselimination auswirkt.  

 

Weiterhin von Bedeutung für die Therapieprognose ist die Entwicklung der α-GST in den 

ersten 48 Stunden. Alle Responder zeigen, in Abhängigkeit ihrer Therapiegruppe, eine 

signifikante Erhöhung der α-GST-Konzentration um mindestens 10 ng/ml unter Interferon-

Therapie. In Therapiegruppe A lag dieser GST-Anstieg im Mittel zwischen der zwölften bis 

achtundvierzigste Stunden, in Therapiegruppe B zwischen zweiter und achter Stunde, also 

jeweils nach dem Anfluten des jeweiligen Interferons. Bei den Non-Respondern blieb 

dieser Anstieg der α-GST jedoch aus. Genau in diesem Punkt unterscheiden sich also 

Responder elementar von den Non-Respondern. Alle Response-Typen zeigen unter IFN-α-

Therapie eine nachweisbare Abnahme der HCV-Viruslast auf. Unterschied dabei ist 

lediglich der mittlere Abfall der HCV-RNA, der bei den Non-Respondern im Schnitt 

deutlich geringer ausfällt als bei Delayed Respondern und Initial Respondern. Unsere 

Daten zeigen jedoch, daß zum Zeitpunkt des stärksten Abfalls der HCV-RNA ein Anstieg 

der α-GST einen zuverlässigen Marker für das weitere Therapieverhalten darstellt. Blieb 

dieser Anstieg aus, blieben die Patienten auch in der Folge HCV-RNA-positiv. Um diese 

Beobachtungen zu stützen, untersuchten wir auch die HCV-RNA und α-GST jener 

Patienten, die in vorangegangenen Studien unseres Instituts integriert waren und fanden 

dabei analoge Ergebnisse. Anhand dieser Daten lässt sich der Schluß ziehen, daß ein Abfall 

der HCV-RNA um weniger als 2,5 log-Stufen sowie ein fehlender Anstieg der α-GST-

Serumkonzentration um mindestens 10 ng/ml als zuverlässiger prädiktiver Marker 

hinsichtlich eines negativen Therapieverhaltens auf eine IFN-α-Therapie zu betrachten ist.  

 

 

5.4. TTV: Bedeutung der Koinfektion und Therapie-Response 
 
Diverse Arbeitsgruppen beschäftigten sich in der Vergangenheit mit der Bedeutung einer 

Koinfektion mit dem Torqueno-Teno-Virus (TTV) für den Krankheitsverlauf und das 

Therapieverhalten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C. Sie stellten fest, daß zwischen 
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dem spezifischen Ansprechen des HCV auf eine IFN-α-Therapie und dem Vorliegen einer 

Infektion mit dem TT-Virus und der Höhe der TT-Viruslast keine Korrelation besteht 

(Kawanaka M et al., 2002; Yamada T et al., 2002). 

 

Gleiches konnten wir auch bei unseren Untersuchungen bestätigen. Von insgesamt 30 

Patienten waren 18 Patienten zu Therapiebeginn TTV-positiv. Unter diesen 18 TTV-

positiven Patienten gab es im weiteren Verlauf keinen Zusammenhang zwischen dem TTV-

Infektionsstatus, dem Ansprechen des TTV auf Interferon und dem Response-Verhalten des 

HCV.  

In weiteren Untersuchungen konnten wir demonstrieren, daß das TT-Virus ebenfalls auf 

IFN-α reagiert. Von 18 TTV-positiven Patienten waren nach Therapieende nur noch vier 

Patienten TTV-positiv, dies entspricht einer Response-Rate von 78%. Im Gegensatz zum 

HCV besteht jedoch beim TT-Virus kein Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen. 

Auch lässt sich anhand der Kinetik der ersten 48 Stunden kein zum HCV analoges 

Response-Muster herausarbeiten. Sicher scheint jedoch zu sein, daß das TT-Virus im hohen 

Prozentsatz Interferon-sensibel reagiert. Dies konnte bislang nur in einer einzigen Studie 

mit sehr kleinen Patientenzahlen gezeigt werden (Moreno J et al., 2004) 

Der Stellenwert dieser Information erscheint zum jetzigen Zeitpunkt klinisch als weniger 

bedeutsam, da bisher keine Assoziation von Erkrankungen mit dem TT-Virus gefunden 

werden konnten. Auch als Koinfektion mit hepatotropen Viren ist bislang keine 

schädigende Wirkung des TTV ersichtlich. Daher besteht derzeit keine Indikation zum 

Nachweis einer Infektion mit dem TT-Virus und im positiven Fall keine Indikation zur 

Therapie.  
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6. Zusammenfassung 

 
Durch die Einführung von Interferonen bei der Therapie der chronischen HCV-Infektion 

konnte die Prognose der Patienten deutlich verbessert und ein signifikanter Anstieg der 

anhaltenden Viruselimination gegenüber einer spontanen Ausheilung erreicht werden. Eine 

weitere Verbesserung des Therapieerfolgs wurde durch die Kombinationstherapie mit 

Ribavirin und die Entwicklung pegylierter Interferone erreicht. Jedoch stellen vor allem die 

Genotypen 1 und 4 ein großes therapeutisches Problem dar, da die Rate der anhaltenden 

Viruselimination hier noch immer unter 50% liegt. Ein möglicherweise wichtiges Problem 

der pegylierten Inferone stellt die wesentlich langsamere Anflutungszeit dar. Dadurch sind 

vor allem in den ersten Stunden nach Therapieeinleitung die Serumspiegel von Peg-IFN 

sehr niedrig. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Effekt einer zusätzlichen einmaligen 

Applikation von unpegylierten IFN-α zur Standardkombinationstherapie aus PEG-IFN-α 

und Ribavirin zu untersuchen.  

Es konnte gezeigt werden, dass es nach zusätzlicher Gabe von unpegylierten IFN-α zu 

einem signifikant schnellerem Abfall der Viruslast bereits in den ersten 12 Stunden nach 

Therapiebeginn kommt. Diese frühe Viruselimination ist ein wichtiger prognostischer 

Faktor für das Therapieansprechen. Dementsprechend konnte die Zahl der Non-Responder 

in dieser Behandlungsgruppe signifikant reduziert werden.  

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung weiterer Marker, die eine 

prognostische Aussage auf das Therapieansprechen bereits in den ersten Stunden nach 

Therapiebeginn ermöglichen. Diesbezüglich konnte gezeigt werden, dass die Kinetik der α-

GST als spezifischer Indikator einer hepatozellulären Schädigung in den ersten 48 Stunden 

nach Therapiebeginn eine zuverlässige Aussage über den Therapieerfolg zulässt. Ein 

Anstieg der α-GST in den ersten Stunden nach Therapiebeginn korrelierte mit einer 

vollständigen Viruselimination. Bei den Non-Respondern blieb dieser Anstieg der α-GST  

aus.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dem Quotienten aus HCV-RNA und HCV-Core-Ag 

entscheidende prognostische Aussagekraft für ein Therapieversagen zukommt. Eine 

unzureichende Abnahme des Core-Antigens zeigt ein Therapieversagen frühzeitig an. Wir 
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konnten feststellen, daß eine Zunahme des Quotienten aus HCV-RNA und HCV-Core-Ag 

in den ersten 48 Stunden der Therapie mit einer raschen und anhaltenden Viruselimination 

assoziiert war, während ein gleichbleibender oder fallender Quotient vor allem bei Non 

Respondern und Patienten mit Breakthrough zu beobachten war.  

Außerdem wurde in der vorliegenden Arbeit ein neuer HCV-Core-Antigen-Assay getestet 

und im Hinblick auf Sensitivität, Spezifität und prognostischer Aussage mit der bislang 

verwendeten HCV-PCR verglichen. Wir konnten zeigen, dass die Bestimmung des HCV-

Core-Ag im Hinblick auf die diagnostische Aussagekraft und Verlässlichkeit mit der HCV-

PCR vergleichbar ist und darüber hinaus entscheidende prognostische Aussagekraft besitzt. 

Dementsprechend könnte der Bestimmung des HCV-Core-Ag in Zukunft bei Diagnostik 

und Therapiemonitoring der chronischen HCV-Infektion eine wichtige Rolle zukommen.  

 

Summary 

 
The introduction of interferon for the therapy of patients with chronic hepatitis C infection 

led to a markedly improved prognosis and improved sustained virological response. 

Pegylated interferon-α and combination therapy with ribavirin resulted in a further 

improvement of therapeutic results. However, the genotypes 1 and 4 of HCV still pose a 

problem with sustained response rates under 50 %. The central problem of pegylated-IFN is

that it does not reach rapidly high peak concentration in serum, especially in the early hours 

after therapy initiation. Therefore, the aim of the present study was to investigate the effect 

of an additional application of non-conjugated interferon-α to the current standard therapy 

of chronic hepatitis C infection. 

It could be shown that the additional application of unpegylated IFN-α led to a significant 

improved virological response in the first 12 hours after initiation of therapy. This early 

virus elimination is a decisive prognostic factor for the therapy response. Accordingly, the 

rate on nonresponders was significantly smaller in this treatment group. 

A further goal of the present study was to establish further prognostic markers for the 

response to treatment in the first hours after therapy initiation. Our results show that within 

the first 48 hours after therapy initiation, kinetics of α-GST can predict the virological 

response. Thereby, increased serum levels of α-GST in the first hours after IFN application 
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correlated with a sustained virological response. In contrast, nonresponders did not reveal 

such an increase of α-GST serum levels. Furthermore, we were able to show that the ratio 

between HCV-RNA and HCV-core antigen has a particular prognostic value for the 

virological response. We could show that an increasing ratio of HCV-RNA and HCV-core 

antigen in the first 48 hours of therapy was associated with a sustained virological reponse, 

while a constant or decreasing ratio was observed especially in non responders and a patient 

with breakthrough. 

Furthermore, a new HCV-core antigen assay was tested in the present work and was 

compared to standard HCV-PCR. We could show that the measurement of the HCV-core 

antigen is comparable to the currently used standard HCV-PCR in terms of sensitivity, 

specificity and prognostic value and furthermore provides additional prognostic value. 

Therefore, the measurement of HCV-core antigen might have an important impact in future 

diagnosis and therapy monitoring of chronic HCV treatment.  
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7.2. Abkürzungsverzeichnis 
 

Ag    Antigen 

AIDS    acquired immune deficiency syndrome 

AK    Antikörper 

ALT    Alaninaminotransferase 

as    antisense 

AST    Aspartataminotransferase 

BVDV    Bovines Virus-Diarrhö Virus 

cDNA    komplementäre DNA 

d    Tag 

Da    Dalton 

DEPC    Pyrokohlensäurediethylester 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DNase    Desoxyribonuklease 

DR    Delayed Responder 

Ds-DNA   Doppelstrang-DNA 

EASL    European Association for the Study of the Liver 

ebd.    ebenda 

EDTA    Ethylendiamintrateessigsäure 

ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay 

Fa.    Firma 

FRET    Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

FSME    Frühsommer-Meningoenzephalitis 

GOT    Glutamatoxalacetattransferase 

GPT    Glutamatpyruvattransaminase 

GST    Glutathion-S-Transferase 

h    Stunde 

HAV    Hepatitis-A-Virus 

HBV    Hepatitis-B-Virus 

HCC    hepatozelluläres Karzinom 
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HCV    Hepatitis-C-Virus 

HIV    Humanes Immundefizienz-Virus 

HVR    hochvariable Region 

IFN    Interferon 

Ig    Immunglobulin 

IR    Initial Responder 

IU    Internationale Einheit 

i.v.    intravenös 

kb    Kilobasen 

kDa    Kilo-Dalton 

LED    light-emitting diode 

m    milli 

NANB    Non-A-Non-B 

NCR    nichtcodierende Region 

NIH    National Institute of Health 

NK    natürliche Killerzellen 

NR    Non Responder 

NS    Nichtstrukturprotein 

ORF    open reading frame 

PBS    Phosphate buffered saline 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PEG-IFN   pegyliertes Interferon 

RNA    Ribonukleinsäure 

RNase    Ribonuklease 

RT    Reverse Transkription 

s    sense 

SEM    standard error of mean 

s.o.    siehe oben 

SR    Sustained response 

TE    Tris-EDTA-Puffer 

Tm    Schmelztemperatur 
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Tris    Trisaminomethan 

WHO    World Health Organization 
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