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1 Einleitung und Literaturiiberblick zu GB-Virus-C

1.1 Entdeckung

Auf der Suche nach parenteral {iibertragbaren Hepatitiserregern hat Friedrich
Deinhardt schon 1964 Tamarinaffen experimentell mit Serum von einem Patienten mit
den Initialen G. B., der an einer ungeklérten chronischen Hepatitis litt, infiziert. Diese
Affen reagierten mit einem Anstieg des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Transaminase
(GPT) im Serum als Zeichen einer Leberentziindung. Jedoch war eine
Virusidentifizierung mit damaligen Mitteln noch nicht moglich. Allerdings wurden die
Seren von dem Patienten GB und der Affen mit dem sogenannten GB-Agens
eingefroren und aufbewahrt [Abbott Mitteilung, ,,Reverenz an Prof. F. Deinhardt®,
1996].

Nach Identifizierung des Hepatitis-C-Virus (HCV), welches fiir 80-90 % der
transfusionsassoziierten NonA-NonB-Hepatitiden verantwortlich gemacht werden
konnte, war die Ursache von immer noch 10-20 % solcher Hepatitiden ungeklirt.
Simons und Mitarbeitern [1996b] gelang es, RNA-Genome zwei verschiedener Viren,
GB-Virus-Typ A (GBV-A) und GB-Virus-Typ B (GBV-B), aus Affen zu isolieren,
die mit dem GB-Agens infiziert worden waren. Darauthin versuchten sie, Antikorper
gegen diese Viren beim Menschen nachzuweisen. Sie entwickelten mit rekombinanten
Proteinen von GBV-A und GBV-B neun verschiedene ELISA’s, testeten damit
Personen auf Antikorper gegen diese Viren und erhielten positive Ergebnisse. Jedoch
miBlang der Versuch, GBV-A oder GBV-B selber mittels RT-PCR aus dem Serum der
Personen mit positiven ELISA-Ergebnissen nachzuweisen. Es wurde vermutet, daf die
positiven Ergebnisse durch eine Kreuzreaktion mit einem &hnlichen Virus zustande
gekommen sein konnten. Tatsdchlich konnte mit degenerierten Primern aus der
konservierten NS3-Region ein Produkt hergestellt werden, dessen Sequenz grofle
Ahnlichkeit mit Sequenzen von GBV-A, GBV-B und HCV aufwies. Es wurde als
GB-Virus-Typ C (GBV-C) bezeichnet [Simons et al., 1996b].

Unabhingig davon wurde ein Virus aus einem Patienten mit chronischer,
virusbedingter Hepatitis, die angeblich nicht durch die bisher bekannten Hepatitisviren
A-E verursacht worden ist (Non-A-E-Hepatitis), isoliert. Dieses Virus wurde
Hepatitis-G-Virus (HGV) genannt [Linnen et al., 1996].
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Ein Vergleich der Sequenzen von 331 Nukleotiden aus der NS3-Region von HGV und
GBV-C ergab eine 85,5 % ige Nukleotid- und eine 100 % ige Aminosdurenidentitit.
Es stellte sich heraus, daf} es sich bei GBV-C und HGV um verschiedene Isolate
derselben Virusart handelt [Okamoto et al., 1997]. Wir verzichten auf die Bezeichnung
HGYV aufgrund des bisher fehlenden Beweises des kausalen Zusammenhangs mit einer

Hepatitis und verwenden im folgenden nur noch die Bezeichnung GBV-C.

1.2 Taxonomie

Aufgrund des Genomaufbaus werden die GB-Viren der Familie der Flaviviridae
zugeordnet. Die wichtigsten Vertreter der Flaviviridae zeigt Tabelle 1.1. Eine
offizielle Zuordnung von GBV-C in ein Genus existiert noch nicht. Entweder bilden
die GB-Viren ein eigenes Genus oder sie werden gemeinsam mit HCV dem Genus

Hepacivirus zugeordnet.

Tab. 1.1: Charakteristische Vertreter der Flaviviridae

Genus Spezies

Louping Il Virus (Schaf')
Wesselsbron Virus (Schaf')
o Japanisches Enzephalitis Virus (Schwein')
Flavivirus ) P, 2
Frithsommer Meningoenzephalitis Virus (Mensch’)
Gelbfieber Virus (Menschz)

Dengue Virus Typ 1-4 (Mensch?)

Virus der bovinen Diarrhoe 1
o Virus der bovinen Diarrhoe 2
Pestivirus ) ) .
Virus der klassischen Schweinepest

Border Disease Virus der Schafe

Hepacivirus Hepatitis C Virus, Genotypen 1-6 (Mensch)

GB Virus Typ A (Affen)
GB Virus Typ B (Affen)
GB Virus Typ C (Mensch)

noch nicht

zugeordnet

T T —
Zonooseerreger; die genannten Flaviviren des Menschen werden durch

Arthropodenvektoren iibertragen und infizieren auch verschiedenste Vertebraten
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Die phylogenetische Analyse zeigt, dal GBV-C eng mit GBV-A und weniger eng mit
den anderen Vertretern der Flaviviridae verwandt ist (Abb. 1.1). Sie besitzen beide
eine &dhnliche Genomstruktur (s.u.) und sind nicht hepatotrop. GBV-B dagegen
verursacht in Neuweltaffen eine Hepatitis und ist enger verwandt mit HCV als mit
GBV-A und GBV-C. Die Genomstruktur von GBV-B idhnelt der von HCV,
insbesondere darin, daf’ ein Gen fiir das Core-Protein vorhanden ist [Robertson et al.,
1998].

R10291] GBV-C/HGV

GBV-A GSI93

HGU22303 PNF2161

GBV-B

HGU22304

YFV

YFU21055

BEBE]

BVDV
HCV-Tr

EUH1480 EUHK2

HCV

Abb. 1.1: Phylogenetische Analyse der Helikase-Region von verschiedenen
Mitgliedern der Flaviviridae [Robertson et al., 1998]

Die Aminosdurensequenzen der GB-Viren wurden mit reprdsentativen Hepaciviren,
dem Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) und dem Gelbfiebervirus (YFV)

verglichen.
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Zur Einteilung in Geno- und Subtypen auf der Basis von Sequenzunterschieden
existieren verschiedene Studien. Wihrend anfénglich GBV-C von zwei Hauptgruppen
[Zanella et al., 1996] iiber drei Gruppen [Kao et al., 1996] bis zu fiinf Genotypen
[Muerhoff et al., 1996a] eingeteilt wurde, sahen andere Autoren keinen Beweis fiir
eine Gruppierung in verschiedene Geno- oder Subtypen und sprachen nur von einem
Genotyp [Ibanez et al., 1998; Lim et al., 1997; Thomas et al., 1997; Wang et al., 1997].
Eine Vielzahl von Autoren berichten von drei Genotypen [Kondo et al., 1997; Mukaide
et al., 1997; Karayiannis et al., 1998; Cong et al., 1999]. Typ 1 soll sich vorwiegend
in Westafrika, Typ 2 in Europa und Nordamerika und Typ 3 in Asien [Muerhoff et al.,
1996b] finden. Quarleri und Mitarbeiter [1997] unterteilt diese drei Genotypen
nochmals in 1a, 1b, 2a, 2b, und 3.

Kiirzlich wurden in Siidafrika [Sathar et al., 1999], in Vietnam und Myanmar [Naito et
al., 1999], in Spanien [LopezAlcorocho et al., 1999] und in Japan [Takahashi et al.,
1997] weitere Isolate gefunden, die sich nicht den bisher bekannten Genotypen
zuordnen lassen.

Letztendlich sind einige Autoren der Meinung, dal} einzelne, kleine, subgenomische
Fragmente fiir eine Genotypisierung nicht ausreichen konnten [Takahashi 1997; Cong
et al., 1999].

1.3 Aufbau der GB-Viren

Uber die Viruspartikel der GB-Gruppe ist bisher wenig bekannt, da nur die Genome
der GB-Viren isoliert wurden. In Analogie zu allen anderen Arten der Flaviviridae hat
GBV-C vermutlich ein sphirisches Capsid und ist von einer Hiillmembran umgeben, in

die virale Oberfldchenproteine eingelagert sind.

GBV-C besitzt ein einzelstrangiges RNA-Genom mit positiver Polaritit und, abhéingig
vom untersuchten Isolat, einer Linge von 9103 [Linnen et al., 1996], 9377 [Simons et
al.,1996b], bis 9392 [Kim et al., 1997] Basen. Das Genom enthidlt wie alle
Flaviviridae einen durchgehenden offenen Leserahmen, der fiir ein Polyprotein
kodiert. Dieser Bereich wird von nicht kodierenden Nukleotidsequenzen flankiert. Der
nicht kodierende Bereich am 5°‘-Ende enthilt bei GBV-C, HCV und den Pestiviren
eine IRES (internal ribosomal entry site). Daher ist dieser Bereich bei GBV-C mit
281 bis 552 Basen, HCV mit 340 Basen und den Pestiviren (BVDV 385 Basen)

deutlich ldnger als bei dem Genus Flavivirus (Gelbfiebervirus 118 Basen), der am
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5‘-Ende mit einer Cap-Gruppe modifiziert ist. Generell ist das 3‘Ende bei allen
Vertretern der Flaviviridae nicht polyadenyliert.

Aus dem Polyprotein mit 2842 [Simons et al.,1996b] bis 2910 Aminoséduren [Linnen et
al., 1996] gehen durch ko- und posttranslationale Spaltungen die einzelnen, funktionell
aktiven Struktur- und Nichtstrukturproteine (NS) hervor. Diese Prozessierung erfolgt
durch zellulire und virale Proteasen. Zu den zelluliren Proteasen gehort die
Signalpeptidase, die an die Membran des endoplasmatischen Reticulums assoziiert ist
und im zelluldren Stoffwechsel die Signalpeptide von den translatierten Proteinen

abspaltet.

Zu den Strukturproteinen, die sich im aminoterminalen Drittel befinden, gehoren bei
HCV und den Pestiviren das Core-Protein (C-Protein), welches das Capsid bildet, und
die Glycoproteine E1 und E2 (envelope), die als Oberflichenproteine in die
Hiillmembran eingebaut werden. Ob GBV-C ein C-Protein hat, ist umstritten. Bisher
ging man davon aus, dal GBV-C kein C-Protein hat. Allerdings existiert eine Studie
von Xiang und Mitarbeitern [1998], in der ein Gen fiir das C-Protein nachgewiesen
wurde. Wie HCV hat GBV-C ein E1- und E2-Hiillprotein. Pestiviren haben zusitzlich
eine aminoterminale Protease N© und ein drittes Hiillprotein EO, bzw. E*°, Die
Strukturproteine setzen sich beim Genus Flavivirus aus dem Core-Protein und den
viralen Membranproteinen Pre-M (precursor Matrix, ein Vorldauferprodukt des
M-Proteins) und E zusammen. Das stark hydrophobe carboxyterminale Ende des
C-Proteins wirkt bei GBV-C, HCV und den Pestiviren als Signalpeptid fiir das
benachbarte E-Protein und bei den Flaviviren fiir das Pre-M-Protein. Damit wird die
Spaltung des Polyproteins im Bereich der Strukturproteine durch zelluldre

Signalpeptidasen induziert.

An die Sequenzen der Strukturproteine schlieBen sich die Sequenzen der
Nichtstrukturproteine beim Genus Flavivirus NS1 bis NS5 an. NS2 und NS4 sind hier
nochmals in A und B unterteilt. Bet HCV und den Pestiviren existiert kein NS1-
Protein, dafiir direkt nach dem E2-Protein ein p7-Protein und keine Unterteilung von
NS2, aber zusitzlich eine Unterteilung von NS5 in A und B. Diese Anordnung findet
sich auch bei GBV-C, mit dem Unterschied, dal noch kein p7-Protein nachgewiesen
wurde und dafl NS4 nicht unterteilt ist.

Viren der bovinen viralen Diarrhée (BVDV) aus dem Genus Pestivirus treten in Form
zweiler Biotypen auf. Offensichtlich entsteht der zytopathogene (cp) Stamm in einem

persistent infizierten Tier durch Mutation aus einem nicht zytopathogenen (noncp)
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Stamm. Bisher konnte nur bei den zytopathogenen Stimmen NS3 nachgewiesen
werden, wihrend bei nicht zytopathogenen Stimmen NS2-3 nicht meB3bar gespalten
wird [Meyers und Thiel, 1996]. Daher scheint der zur Entstehung von NS3 fiihrende
Prozessierungsschritt fiir die Zytopathogenitit eines cpBVDV Stamms entscheidend zu

sein.

NS3 besitzt bei allen Flaviviridae eine Serinprotease-Domine, aber auch NTPase-
und Helikaseaktivitit. Bei GBV-C, HCV und den Pestiviren dient NS4A, bei den
Flaviviren NS2B, als Cofaktor der NS3-Protease bei der Spaltung des Polyproteins in
die Nichtstrukturproteine. Auch NS2 hat als Cystein-Protease be1 GBV-C und HCV
Proteaseaktivitidt. Die Abbildung 1.2 zeigt, welche Proteasen an den einzelnen
Spaltstellen agieren und die Genomorganisation jeweils eines Vertreters der drei
Genera der Flaviviridae und von GBV-C. NS5B reprisentiert bet GBV-C, HCV und
den Pestiviren die RNA-abhingige RNA-Polymerase. Bei den Flaviviren ist dies
NSS.
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Abb. 1.2: Genomorganisation von GBV-C, HCV, BVDV und Gebfiebervirus

Abb. ist nicht maBstdblich. Der obere Teil jeder Abbildung zeigt das Genom mit den Zahlenangaben der
Nukleotidpositionen, die fiir die einzelnen Proteine kodieren. Im unteren Teil jeder Abbildung wird das vom
Leserahmen kodierte Polyprotein dargestellt. An die Strukturproteine (C=Core-Protein, Pre-M=precursor
Matrix, E=Envelope-Protein; E"=E-Protein mit RNase-Aktivitit) in grau schlieBen sich die
Nichtstrukturproteine (NS) in weiler Farbe an. NPRO=aminoterminale Protease bei Pestiviren. Die
Zahlenangaben beziehen sich auf die Aminosdureanzahl der einzelnen Proteine. Unterhalb des Polyproteins
sind die fiir die Spaltung verantwortlichen Enzyme angegeben (zellulire Enzyme: S=Signalpeptidase,
(S)=Spaltung durch Signalpeptidase nicht vollstindig, somit Entstehung von E2, p7, E2-p7; Virus-kodierte
Enzyme: NS2, NS3; ?=Enzym nicht bekannt). Quelle: aus der Literatur zusammengestellt.
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1.4 Nachweismethoden

Der Nachweis einer GBV-C-Viramie, der eine bestehende, chronische Infektion
anzeigt, erfolgt mittels eines Nukleinsdureamplifikationstests (z.B.
Polymerasekettenreaktion, Ligasekettenreaktion oder Transcription mediated
amplification), bei dem bestimmte Abschnitte der Nukleinsdure des Virus stark
vermehrt und dann nachgewiesen werden. Entscheidend fiir die Effektivitiit des Tests
ist die Wahl der verwendeten Primerpaare, die den =zu vermehrenden
Nukleinsdureabschnitt vorgeben. Bisher sind Primer aus dem am stérksten
konservierten Bereich der NS3-Region [Karayiannis et al., 1996; Leary et al., 1996;
Simons et al., 1995], der NS5-Region [Schliiter et al., 1996; Viazow et al., 1996], der
S'NCR [Kim et al., 1996; Leary et al., 1996; Linnen et al., 1996; Muerhoff et al.,
1996a; Schliiter et al., 1996; Simons et al., 1995] und der Envelope-Region [Panda et

al., 1996] verwendet worden.

In einer Studie zum Vergleich der Effektivitidt der RT-PCR (Polymerasekettenreaktion
nach Reverser Transkription) mit verschiedenen Primern aus der 5°‘NCR-, NS3- und
der Envelope-Region erfaflten nur die Primer aus der 5‘NCR-Region alle positiven
Proben [Kao et al., 1997]. Beim Vergleich von Primern aus der NS3- und der 5‘NCR-
Region war die Untersuchung mit dem Primerpaar aus der 5°‘NCR-Region sensitiver
[Bhardwaj et al., 1997]. Dies wurde auch in der Studie von Klingelhofer [Dissertation
1998] beim Vergleich verschiedener Primer bestitigt. Von den verwendeten Primern
(zwei aus der NS5-Region [Schliiter et al., 1996; Viazow et al., 1996] und zwei aus
der 5°NCR-Region [Schliiter et al., 1996]) erfa3te der weiterentwickelte Primer aus
der 5°'NCR-Region 96 % der positiven Proben, wihrend die anderen Primer nur 73 %
bis 79 % erfaiten. Um alle positiven Proben nachzuweisen, muf3ten mindestens drei
verschiedene Primerpaare verwendet werden. Da in den meisten Studien nur ein
Primerpaar verwendet wurde, konnte die Privalenz von GBV-C noch hoher als bisher
angegeben liegen. Auch in einer Studie iiber eine Qualitidtskontrolle der RT-PCR
konnten nur vier von 14 Labors alle erwarteten Ergebnisse richtig protokollieren
[Kunkel et al., 1998].

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis von GBV-C ist das sogenannte LCx-System der
Firma Abbott, eine vollautomatisierte LCR (Ligase-Chain-Reaction) [Michel, 1996].
Bei einem Vergleich mit anderen Nachweismethoden wurden mit dem LCx-System

alle positiven Proben erfallt [Simons et al., 1996b].
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Der Nachweis der amplifizierten Genomabschnitte erfolgte bisher bei den meisten
Untersuchungen durch Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid oder durch
Hybridisierung.

Antikorper gegen das E2-Protein von GBV-C konnen mit einem Enzymimmunoassay
(EIA) nachgewiesen werden, der allerdings nach bisherigen Literaturangaben keine
bestehende, sondern eine iiberstandene GBV-C-Infektion anzeigt [Hassoba et al.,
1997; Tacke et al., 1997; Pilot-Matias et al., 1996]. Der bisher einzige Antikorpertest
stammt von Boehringer Mannheim (uPlate Anti-HGenv®), bei dem qualitativ IgG-

Antikorper gegen das E2-Protein nachgewiesen werden.

1.5 Klinische Bedeutung

Die Pathogenitit von GBV-C ist noch nicht gekldrt. Das Serum des Patienten mit
angeblicher Non A-E Hepatitis, aus dem HGV von Linnen 1996 isoliert wurde, stellte
sich im nachhinein als anti-HCV positiv heraus. Moglicherweise wurden schon hier
falsche Schliisse iiber die Pathogenitidt von GBV-C gezogen. Die Angaben iiber die
Privalenz von GBV-C bei Patienten mit akuter oder chronischer Non-A-E Hepatitis
variieren sehr stark (0-100 %) [z.B. Alter HJ et al., 1997; Alter MJ et al., 1997;
Haagsma et al., 1997; Sugai et al., 1997, Tacke et al., 1997], aber ob die GBV-C-
Infektion die Ursache fiir die Hepatitiden war, konnte nicht mit Sicherheit gesagt
werden. Weiter wird iiber das Vorkommen von GBV-C bei fulminanten Hepatitiden
zwischen 0 % [Moaven et al., 1996] und 50 % [Haydon et al., 1997], bei
Leberzirrhosen zwischen 5 % [Leon et al., 1996] und 25 % [Panda et al., 1996], bei
hepatozelluliiren Karzinomen zwischen 7 % [Linnen et al., 1996] und 38 % [Leon et
al., 1996], bei autoimmunen Hepatitiden zwischen 5 % [Linnen et al., 1996] und
12,5 % [Heringlake et al., 1996] und bei aplastischen Animien zwischen 50 %
[Schmidt et al., 1996] und 60 % [Mantero et al., 1996] berichtet. Die Prozentangaben
sind allerdings vorsichtig zu bewerten, da die Zahl der untersuchten Patienten oft sehr
klein war.

Da die Patienten hdufig mit weiteren Hepatitisviren infiziert waren oder zumindest
Angaben dariiber fehlten, konnten andere Viren als GBV-C Ausloser der Erkrankungen
gewesen sein. Viele Patienten erhielten ab Krankheitsausbruch, aber noch vor der
Untersuchung auf GBV-C, Transfusionen oder wurden transplantiert, so dal3
moglicherweise die GBV-C-Infektion erst durch die Transfusion oder die
Transplantation, also nach Krankheitsausbruch, stattfand. Bisher konnte also zwar bei

den oben genannten Erkrankungen vermehrt GBV-C nachgewiesen werden, aber nicht,
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ob GBV-C-Infektionen urséchlich die Krankheiten ausgeldst haben oder daran beteiligt

sein konnten.

Ob es bei einer GBV-C-Infektion zu einer Erhthung der Leberenzymaktivititen GPT,
bzw. Alanin-Amino-Transferase (ALT) im Serum kommit, ist noch strittig. Wahrend
einige von einer Erhohung der Leberenzymaktivitit bei GBV-C-infizierten Patienten
berichten [z.B. Karayiannis et al., 1997], konnte bei dem Vergleich der GBV-C-
Infektionsrate von Blutspendern mit erhohtem ALT-Serumspiegel und von
Blutspendern mit normalem ALT-Serumspiegel kein groBer Unterschied festgestellt
werden [Mishiro et al., 1996; Seifried et al., 1998; Yoshikawa et al., 1996].

Bei chronischer HCV-Infektion scheint eine GBV-C-Koinfektion weder auf den
Verlauf der chronischen Lebererkrankung noch auf die Histologie und auf das Ausmal3
der Transaminasenerh6hung oder auf das Ansprechen auf eine antivirale Therapie
einen Effekt zu haben. GBV-C ist zum Teil interferonsensibel, kann aber nach
Absetzen der Therapie mit einer Rate von ca. 53 % wieder nachgewiesen werden.
Auflerdem besteht keine Korrelation zwischen Ansprechen von HCV und GBV-C auf
Interferon [Rambusch et al., 1998].

Inzwischen mehren sich die Berichte, in denen kein Zusammenhang zwischen einer
GBV-C-Infektion und Lebererkrankungen gesehen wird [Stark et al., 1999;
Karayiannis et al., 1998; Silini et al., 1998; Woelfle et al., 1998; Thomas et al., 1997].

Selbst ein Hepatotropismus konnte fiir GBV-C nicht nachgewiesen werden [Petrik et
al., 1998; Pessoa et al., 1998]. Weiterhin wird berichtet, da8 die Replikation von
GBV-C vorwiegend nicht in der Leber stattfindet [Berg et al., 1999; Zampino et al.,
1999]. Damit ist es fraglich, ob GBV-C sich in der Leber iiberhaupt schidigend

auswirken kann.

1.6 Epidemiologie und Ubertragung

Trotz des aufwendigen Nachweises von GBV-C (Nukleinsdureamplifikationstest, z.B.
PCR) existieren relativ viele Untersuchungen zur Pridvalenz von GBV-C. Die
untersuchten Personengruppen sind jedoch oft sehr klein und willkiirlich ausgewdhlt.
Zum Beispiel erfolgte die Auswahl bei i.v.-Drogenabhingigen zum Teil noch

zusitzlich nach ithrem Infektionsstatus. Auflerdem sind die Nachweismethoden noch
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nicht standardisiert. Je nachdem, ob nur auf GBV-C-RNA untersucht wurde oder auch
E2-Antikorper nachgewiesen wurden, ergeben sich sehr unterschiedliche Angaben
tiber die Privalenz von GBV-C. Zusitzlich héingt die Effektivitit der PCR bei der
Untersuchung auf GBV-C-RNA von der Wahl der Primerpaare ab (sieche auch S. 8).

GBV-C wird wie auch HCV meist parenteral iibertragen. Daher ist die Privalenz fiir
GBV-C bei Risikogruppen fiir eine parenterale Infektion (i.v.-Drogenabhingige,
Empfinger von Blutprodukten wie Hamophilie- oder Dialysepatienten, Personen mit
HIV-, HBV- oder HCV-Infektion) deutlich hoher als bei der normalen Bevolkerung.

Blutspender

Die Angaben iiber die Privalenz von GBV-C-RNA bei Blutspendern in Europa und
den USA, bei denen keine HCV-Infektion nachgewiesen wurde, liegen zwischen 1 %
und 5% [Alter HJ 1996, Alter MJ et al., 1997, Feucht et al., 1997, Guilera er al.,
1998, Heringlake, 1996, Prati et al., 1997, Schliiter et al., 1996, Zuckermann et al.,
1995]. Wie diese 1-5 % der Blutspender die GBV-C-Infektion erworben hat, ist noch
nicht ausreichend geklirt.

i.v.-Drogenabhiingige

Angaben iiber positive GBV-C-RNA Befunde bei i.v. Drogenabhingigen reichen
abhiingig zum Beispiel von der geographischen Herkunft des Kollektivs oder von der
Sensitivitit des verwendeten Tests von 9 % [Lee et al., 1996] bis zu 49 % [Schreier et
al., 1996]. Die meisten Angaben schwanken jedoch zwischen 16 % [Dawson et al.,
1996a; Michel et al., 1996; Simons et al., 1996b] und knapp 40 % [Diamantis et al.,
1997; Tacke et al., 1997a; RKI 1996].

HBV- oder HCV und GBV-C-Koinfektion

Durch die meist parenterale Ubertragung von GBV-C sollten Personen mit HBV- oder
HCV-Infektion, die ebenso iibertragen werden, eine hohere Privalenz von GBV-C
aufweisen als andere.

Die Angaben iiber GBV-C-Koinfektionsraten bei HCV-positiven Patienten sind je
nach Patientenkollektiv sehr unterschiedlich. Sie reichen von 6 % [Saiz et al., 1997]
bis zu 93 % [Bukh et al., 1996]. In einer Ubersichtsarbeit wurden aus insgesamt
66 Arbeiten eine Hiufigkeit von Koinfektionen mit GBV-C und HCV von 17,5 %
festgestellt (941 von 5388 Patienten). Nach AusschluB3 besonderer Risikokollektive
wie i.v.-Drogenabhidngige, Dialysepatienten oder lebertransplantierte Patienten fand
sich bei chronischer Hepatitis C eine GBV-C-Pridvalenz von 13,8 %. Weiterhin
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zeigten sich geographische Unterschiede mit Koinfektionsraten von 20,5 % in Europa
im Vergleich zu 10,9 % in Japan [Rambusch et al., 1998].

Angaben iiber positive GBV-C-RNA Befunde bei Personen mit chronischer HBV-
Infektion schwanken zwischen 9,7 % [Linnen et al., 1996] und 16,7 % [Heringlake et
al., 1996].

Empfinger von Blutprodukten

Die Angaben iiber die Privalenz von GBV-C-RNA bei mehrfach transfundierten
Patienten reichen von 11 % [Alter HJ et al., 1996] bis 33 % [Mosley et al., 1996], bei
Hiamophiliepatienten von 6 % [Tagariello et al., 1996] bis 35 % [Feucht et al., 1997].

GBYV-C-Infektion bei Dialysepatienten

Da auch Dialysepatienten vor Einfithrung der Erythropoietin-Therapie wegen einer
renalen Anidmie regelmiBig Transfusionen erhielten, hatten sie ein erhohtes
Infektionsrisiko fiir parenteral iibertragene Viren und damit auch fiir GBV-C. Die
Gefahr der Ubertragung von parenteral iibertragbare Viren wie HBV, HCV und HDV
durch Transfusionen ist seit der regelméBigen Untersuchung der Blutspender auf HBV
(HBsAg) und HCV stark zuriickgegangen. Da aber auf GBV-C nicht untersucht wird,
ist weiterhin ein erhohtes Risiko fiir die Ubertragung von GBV-C durch Transfusionen
vorhanden.

Die Angaben iiber die Privalenz von GBV-C-RNA schwanken von 3 % [Masuko et
al., 1996] bis 54 % [Wang et al., 1997].

Sheng und Mitarbeiter [1998] stellten bei der Untersuchung auf GBV-C-E2-
Antikorper, als Hinweis auf eine zuriickliegende Infektion, eine Pridvalenz von 14,2 %
fest.

In der Studie von Klingelhofer [Dissertation 1998] wurden 390 Dialysepatienten auf
GBV-C-RNA und GBV-C-E2-Antikorper untersucht. Da nur 3 % der Patienten eine
GBV-C-Virdamie mit gleichzeitigem Vorhandensein von GBV-C-E2-Antikorpern
aufwiesen, wurde der Nachweis von Antikdrpern wie in anderen Studien [Pilot-
Matias et al., 1996¢; Tacke et al., 1997; Hassoba et al., 1997] als eine iiberstandene
GBV-C-Infektion gewertet. Daher werden alle Patienten mit GBV-C-
Infektionsmarkern (GBV-C-RNA positiv und/oder GBV-C-Anti-E2 positiv) als GBV-
C Positive bezeichnet. Die Studie hat gezeigt, dal GBV-C-Infektionen héufiger als
HCV-Infektionen vorkommen. Auch die gehiuft vorkommende Koinfektion von GBV-

C und HCV konnte bestidtigt werden. Aussagen iiber die Priavalenz von GBV-C bei
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Dialysepatienten im Gesamtkollektiv waren schwierig, da die Seren nach bestimmten
Kriterien ausgewihlt worden waren. Bei der Frage nach dem Ubertragungsweg konnte
als wichtigster Faktor die Bluttransfusion ermittelt werden. Transfundierte Patienten
waren mit 49,3 % deutlich hidufiger GBV-C positiv als nicht transfundierte mit 22,9 %.
Aber auch diese nicht transfundierten Patienten haben mit 22,9 % eine deutlich hGhere
Privalenz als die Normalbevolkerung mit 1-5 %. Damit stellt sich die Frage nach dem
Ubertragungsweg. Eine Moglichkeit wire die nosokomiale Infektion wihrend der
Dialysetherapie, da tatsdchlich die GBV-C-Infektionsrate mit zunehmender
Expositionsdauer, d.h. Dialysedauer, ansteigt. Damit konnte der Nachweis von GBV-C

moglicherweise als Hinweis fiir nosokomiale Infektionen gelten.

Weitere Ubertragungswege

Auch eine sexuelle Ubertragung ist wahrscheinlich [Ibamez et al., 1998]. Bei einem
Ehepaar mit positivem GBV-C-RNA Befund war die RNA-Sequenz beider Isolate
identisch [Sarrazin et al., 1997] Auch die erhohte Pridvalenz bei Prostituierten von
18 % [Scallan et al., 1998], 21 % [Wu et al., 1997] und 25 % [Sawayama et al., 1999]
und bei minnlichen Homosexuellen von 31 % [Scallan et al., 1998] spricht fiir die

Moglichkeit einer sexuellen Ubertragung.

AuBlerdem wurde auch GBV-C-RNA bei 15 von 17 schottischen Blutspendern mit
positivem GBV-C-RNA-Befund im Speichel nachgewiesen [Blair et al., 1998].

Sehr wahrscheinlich gibt es auch eine vertikale Ubertragung von GBV-C. Viazov und
Mitarbeiter konnten bei 10 Kindern von 18 GBV-C-RNA positiven Miittern GBV-C-
RNA nachweisen [Viazov et al., 1997b]. Nach einer anderen Studie waren 21 Kinder
von 34 GBV-C-RNA positiven Miittern ebenfalls GBV-C-RNA positiv [Zanetti et al.,
1998].
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Mit dieser Studie soll der Infektionsverlauf von GBV-C untersucht werden. Dazu
haben wir Dialysepatienten mit bekanntem GBV-C-Status mit einem
Untersuchungsabstand von 2 %2 Jahren erneut auf GBV-C-RNA und GBV-C-E2-
Antikorper untersucht. Unsere Nachuntersuchung griindet sich auf eine Studie, bei der
Seren von 390 Dialysepatienten auf GBV-C-RNA und GBV-C-E2-Antikorper
untersucht worden waren [Dissertation 1. Klingelhofer, 1998]. Wir versuchten, von
moglichst allen 390 Patienten erneut Proben zu beschaffen und auf GBV-C zu

untersuchen.

So konnten wir anhand der Patienten, die vorher Virustriger waren, feststellen, ob eine

bestehende GBV-C-Infektion chronisch bleibt oder ob sie spontan aufthdren kann.

Kommt es mit der Antikorperbildung zum Verschwinden der GBV-C-Virdmie oder

kommen Antikorper und Virus gemeinsam lédngere Zeit vor?

Die Ergebnisse der Nachuntersuchung bei Patienten mit positiven GBV-C-E2-

Befunden lieferten uns Anhaltspunkte, wie lange die AntikOrper persistieren.

Weiterhin stellt sich die Frage nach Neuinfektionen. Haben Dialysepatienten, die
vorher keine GBV-C-Infektionsmarker hatten, noch immer ein héheres Infektionsrisiko

fiir parenteral iibertragbare Viren als die Normalbevolkerung?

Letztendlich suchten wir nach Faktoren, die einen Einflul auf Verdnderungen im
GBV-C-Infektionsstatus haben konnten. Dazu verglichen wir Merkmale wie Alter,
Geschlecht, Transfusionsstatus, Dialysedauer und HCV-Infektionsstatus bei
Dialysepatienten, bei denen sich der GBV-C-Infektionsstatus verdndert hat: 1. bei
ehemals GBV-C-infizierten Patienten, die serokonvertiert sind und die nicht
serokonvertiert sind; 2. bei Patienten mit GBV-C-E2-Antikérpern, die weiterhin
Antikorper hatten und bei denen keine Antikorper mehr nachweisbar waren; 3. bei
Patienten, die sich neu infiziert haben und solche, die weiterhin keine GBV-C-

Infektionsmarker hatten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Zusammensetzung und Herkunft des Kollektivs der Vorstudie

Bei der Voruntersuchung von I. Klingelhofer [Dissertation 1998] wurden Seren von
390 Patienten aus 50 Dialysezentren (siehe S.63-64) in ganz Deutschland auf
GBV-C-RNA und -E2-Antikorper untersucht. Diese Seren stammen aus einem
Gesamtkollektiv von Seren, welche im Rahmen einer infektionsserologischen Studie
(Wankow/Lendeckel/Caspari) von Dezember 1993 bis Oktober 1994 im Institut fiir
Medizinische Virologie Gielen von 2.307 Patienten gesammelt und bei —20 °C
eingefroren wurden. Sie wurden auf HTLV I/II-Antikorper, Anti-HCV, HCV-RNA und
Hantavirus-Antikorper untersucht.

Die Auswahl der 390 Seren erfolgte unter Beriicksichtigung von HCV-Status, der
Transfusionshédufigkeit, der Dialysedauer, des Geschlechts und des Alters der
Patienten. Da laut Literaturangaben gehduft Koinfektionen mit HCV und GBV-C zu
erwarten sind, wurden zuerst alle Patienten, die entweder HCV-PCR oder Anti-HCV
positiv, bzw. fraglich positiv waren, ausgewihlt.

Weiterhin wurde die Transfusionshiufigkeit beriicksichtigt, um den Zusammenhang
von GBV-C-Infektionen mit Bluttransfusionen zeigen zu kdnnen.

Schlieflich wurde versucht, eine gleichmidBige Verteilung in bezug auf die

Altersklassen und das Geschlecht zu erreichen.

2.1.2 GBV-C-RNA und GBV-C-E2-Antikorper-Befunde der Vorstudie

Bei der Untersuchung von Klingelhofer auf GBV-C-RNA waren 73 (18,7 %) Seren
der 390 untersuchten Patienten positiv und 317 (81,3 %) negativ.

Entscheidend fiir die Nachuntersuchung war, dal die Seren bei der Voruntersuchung
mit verschiedenen Primerpaaren getestet wurden. Dabei stellte sich heraus, dal nicht

alle Seren mit GBV-C-RNA mit allen Primerpaaren positiv reagierten.
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Tab. 2.1: Positive Ergebnisse mit vier verschiedenen Primerpaaren bei den
GBV-C-RNA positiven Seren der Vorstudie

Anzahl der
GBV-C-RNA S'NCR1 5’NCR2 NS5 1 NS5 2
Positiven
46 + + +
6 - + +
6 + + + -
2 + + - —
2 + - - -
10 — + - -
1 - - - +
73 56 70 58 53

5‘NCR 1 = Primerpaar aus der 5‘NCR Region von GBV-C von Boehringer
Mannheim [Schliiter et al.,1996]; 5‘'NCR 2 = weiterentwickeltes Primerpaar aus
der 5‘NCR Region von GBV-C von Boehringer Mannheim [Schliiter et al., 1996];
NS5 1= Primerpaar aus der NS5 Region von GBV-C von Boehringer Mannheim
[Schliiter et al., 1996]; NS5 2 = Primerpaar aus der NS5 Region von Viazow
[Viazow et al., 1996]

Mit dem weiterentwickelten Primerpaar aus der 5'NCR-Region von Boehringer
Mannheim (5'NCR 2) wurden 96 % der positiven Proben erfaflit. Daher wurde dieses
Primerpaar bei der Nachuntersuchung eingesetzt. Erst bei negativem Befund in der
Nachuntersuchung mit dem Primer 5S’NCR 2 von Proben, die bei der Voruntersuchung
mit anderen Primern positiv waren, wurden die anderen Primer eingesetzt. Da der
einzige Patient, dessen positiver GBV-C-RNA Befund aus der Vorstudie
ausschlieBlich mit dem Primer NS5 2 erzielt wurde, inzwischen verstorben war,

konnte bei den Nachuntersuchungen auf diesen Primer verzichtet werden.

Bei der Untersuchung von Klingelhofer auf Antikorper gegen das E2-Protein von
GBV-C waren 106 (27,2 %) Seren positiv, 5 (1,3 %) fraglich positiv und 279
(71,5 %) negativ.
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Nach den Ergebnissen aus der Vorstudie von GBV-C-RNA und GBV-C-E2-

Antikérpern in Kombination teilten wir zur besseren Ubersicht die Patienten ein:

Gruppe I: 61 Seren waren GBV-C-RNA positiv und GBV-C-Anti-E2 negativ
Gruppe II: 12 Seren waren RNA und GBV-C-Anti-E2 positiv

Gruppe III: 94 Seren waren RNA negativ und GBV-C-Anti-E2 positiv
Gruppe IV: 218 Seren waren RNA und GBV-C-Anti-E2 negativ

2.1.3 Beschaffung der Proben fiir die Nachuntersuchung

Die leitenden Arzte der Zentren wurden angeschriecben mit der Bitte, uns
Probenmaterial (Serum) von den Patienten zuzuschicken, die 1996 von Klingelhofer
auf GBV-C untersucht wurden.

Da von den Patienten aus Griinden des Datenschutzes nur die Initialen sowie deren
Geburtsdatum und Geschlecht bekannt waren, war es nach 2 Y2 Jahren oft schwierig,
die Patienten wieder ausfindig zu machen. Durch Umzug, Transplantation oder Tod
wurden viele Patienten nicht mehr in der Kartei gefiihrt. Bei Patienten mit neuem
Wohnsitz und bekannter Adresse des neuen Dialysezentrums wurde auch dieses neue
Zentrum angeschrieben und um Mitarbeit gebeten. Sofern die Patienten ausfindig
gemacht wurden, erkldrten sich alle behandelnden Arzte bereit, fiir unsere Studie

Serum, bzw. Blut der Patienten zur Verfiigung zu stellen.

Dazu wurde den Patienten vom Personal der Dialysestation Blut abgenommen. In den
Dialysestationen der ndheren Umgebung wurde das Nativblut sofort gekiihlt und
innerhalb von max. 6 Stunden von mir abgeholt und gekiihlt transportiert. Nach der

Zentrifugation wurde das Serum unverziiglich aliquotiert und eingefroren.

In den weiter entfernten Dialysestationen wurde das Blut vom Personal zentrifugiert.
Wenn mehrere Patienten an unserer Studie teilnahmen und in verschiedenen Schichten
dialysiert wurden, wurde das Serum bei mind. —18 °C eingefroren. Waren so alle
Seren gesammelt, wurden sie, auf Eis, Tiefkiihlelementen oder Trockeneis in Styropor
verpackt, mit ,, TNT-Express GmbH* (Lilienthalstr.1, 34123 Kassel) iiber Nacht in
unser Institut gebracht. Waren alle Patienten in einem Zentrum am gleichen Tag
dialysiert worden, wurden die Seren nicht eingefroren, sondern nur gekiihlt und iiber
Nacht nach GieBen geschickt.
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Die Seren wurden ggf. aufgetaut, nochmals alle zentrifugiert und das Serum aliquotiert
und eingefroren. So sollte sichergestellt werden, dafl die RNA-Konzentration so gut

wie moglich erhalten blieb.

2.2 Nachweis von GBV-C -RNA

Heutzutage ist es moglich, mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR, 1985 von
K. Mullis entwickelt) kleinste Mengen an Desoxyribonukleinsdure-(DNA-)
Abschnitten zu vervielfachen und damit nachzuweisen. Um Virus-RNA nachzuweisen,
muf} diese erst aus dem Serum isoliert werden (Extraktion), damit anschliefend mit
Hilfe des Enzyms Reverse Trankriptase (RT) die RNA in eine cDNA (komplementire
DNA) umgeschrieben werden kann (Reverse Transkription). Nun kann mittels der
PCR die Zielsequenz der cDNA exponentiell vervielfiltigt werden (Amplifikation),

so daf} diese nachgewiesen werden kann (Detektion).

2.2.1 Vermeiden von Kontaminationen

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der PCR, mit der im Extremfall einzelne
Virusgenome nachgewiesen werden konnen, sind eine Reihe von Vorsichtsmanahmen
auch schon vor der eigentlichen PCR nétig, um Kontaminationen zu vermeiden.. Es
wurden nur Reagentien verwendet, die vom Hersteller ausdriicklich als PCR-geeignet
ausgezeichnet waren. Es wurden verschiedene Arbeitsbereiche benutzt, in denen
jeweils eigene Arbeitsmittel, wie Kittel, Einmalhandschuhe, Pipetten und -spitzen,
Zentrifugen, Schiittler und Eppendorfgefde zur Verfiigung standen. Die Reagentien
wie Puffer und dNTP's (Desoxynukleosidtriphosphate) wurden auf Vorrat zubereitet
und in kleinen Portionen gelagert, um Verunreinigungen der Vorratslosungen

vorzubeugen.
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Arbeitsbereich I:  Aufbewahrung, Aliquotierung und Zubereitung der
Reagentien (unter dem Abzug), kein Kontakt mit der
nachzuweisenden RNA oder der Amplifikate (template-frei)

Arbeitsbereich II: Extraktion, reverse Transkription, Amplifikation, keine offene
Handhabung von Amplifikaten

Arbeitsbereich III: Aufbewahrung und Detektion der Amplifikate (grof3te

Gefahr: Kontamination durch Aerosole)

2.2.2 Kontrollen

Funktionskontrolle:

Zur Kontrolle auf Funktionsfihigkeit des Tests (Vollstindigkeit der Testmischungen,
Degradierung einzelner Komponenten und Richtigkeit der Testdurchfithrung) wurde
bei jedem Testdurchlauf ein GBV-C-positives Kontrollserum von Boehringer
Mannheim untersucht. Zusitzlich wurden bei der Detektion als Funktionskontrolle

zwei Digoxigenin-markierte PCR-Produkte eingesetzt.

Sensitivitiit:

Um die Sensitivitiat der PCR zu testen, wurde GBV-C-RNA aus einem stark GBV-C-
positivem Kontrollserum von Boehringer Mannheim isoliert, revers transkribiert und
mit dieser cDNA eine Verdiinnungsreihe erstellt. Durch Zugabe von RNase freiem
Wasser ergab sich eine Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 4 von V1 (Verdiinnung: 1:4)
bis V6 (Verdiinnung 1:4096), bei den ersten beiden Durchgéngen bis V7 (Verdiinnung:
1:16384), die bei jedem Durchgang ab der Amplifikation eingesetzt wurden.

Kontaminationen:

Bei jedem Testdurchlauf wurde ein GBV-C negatives Kontrollserum eingesetzt, um
Verunreinigungen von Reagentien mit der Ziel-DNA und damit falsch positive
Ergebnisse auszuschlieBen. Auferdem wurde anhand der Extinktion des negativen

Kontrollserums der Cut-off berechnet.
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2.2.3 Extraktion

Testprinzip:

Ziel der Extraktion ist es, moglichst reine RNA in hoher Konzentration zu erhalten.
Wir verwendeten zur Extraktion den QIAamp Viral RNA Extraktionskit® der Firma
QIAGEN (Hilden, Deutschland).

Zu dem Serum wird ein Viruslyse-Puffer gegeben, der die RNA von der Virushiille
befreien soll.

In Gegenwart von chaotropen Salzen (im Viruslyse-Puffer enthalten) binden
Nukleinsduren spezifisch an Silica-Oberflichen. Bei diesem Test wird das
Reaktionsgemisch in sogenannte Spin Columns iiberfiihrt, die eine Silica-gel-
beschichtete Membran enthalten, an der die virale RNA anhaften kann. Danach sollen
mit zwei Waschschritten moglichst alle Verunreinigungen beseitigt werden, die die
reverse Transkription storen konnten.

Mit heilem Wasser kann schlieBlich iiber 90 % von der RNA wieder von den Spin
Columns gelost werden. Damit erreicht man eine Aufkonzentrierung der RNA um
mindestens das 2 Y2-fache.

Um zu verhindern, daf die ubiquitdr vorkommenden RNasen die RNA abbauen, wurde
RNase-freies Wasser verwendet. Dazu wurde destilliertes Wasser mit DEPC
behandelt (siche S. 21).
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Material:

Firma Bestellnummer

QIAamp Viral RNA Extraktionskit®

B Virus Lysis Puffer

B carrier RNA (poly A),
gefriergetrocknet QIAGEN (Hilden) 29506

B Waschpuffer

B QIAamp Spin Columns

B Collection Tubes

32205 on-No.

Ethanol (100 %) Riedel-de Haen (Seelze) 1170

RNase freies Wasser:
125 pl (Verhiltnis 1:1000) DEPC mit 125 ml Aqua Bid. mischen, tiber Nacht bei
37 °C inkubiert, dann 2 x 20 Minuten autoklaviert

Eppendorfgefile (1,5 ml), Pipetten, sterile, gestopfte Pipettenspitzen, Einmal-
handschuhe, Mikrozentrifuge, Thermocycler, Schiittler

Durchfiihrung:

Nachdem 150 pl Serum aufgetaut und nochmals zentrifugiert worden waren, wurden
davon 140 pl mit 560 upl Virus Lysis Puffer vermischt und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Diese Losung wurde in zwei Schritten mit je 630 pl in die Spin Columns iiberfiihrt
(auf Eis), zentrifugiert und die abgeflossene Losung im Sammelréhrchen (Collection
Tube) verworfen.

Danach wurde zweimal mit je 500 ul Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert.

Mit Zugabe von je 50 ul, 80 °C heilem, RNase freiem Wasser wurden die Spin
Columns fiinf Minuten bei 80 °C inkubiert, zentrifugiert und damit die RNA von der
Membran des Spin Columns geldst. Die Proben wurden auf Eis zwischengelagert und

sofort die reverse Transkription vorbereitet.
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Serum
+ Viruslyse-Puffer Wasch- 80 °C heiles
+ Ethanol puffer Wasser

v

\ | 4
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Spin Column im

Collection Tube
Virushiillen- Bindung 2 x Waschen Losen RNA-Losung

auflosung

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der RNA-Extraktion
QIAamp Viral RNA Handbook 06/96 S.9, modifiziert
U = Uberfiihren der Losung in die Spin Columns; Z = Zentrifugation

2.2.4 Reverse Transkription

Testprinzip:

Da bei der Amplifikation die 7ag-DNA-Polymerase nur DNA-Abschnitte
vervielfiltigt, mufl die RNA mittels des Enzyms Reverse Transkriptase, einer RNA-
abhiingige DNA-Polymerase, in eine komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben

werden.

Dazu benotigt man Primer, die an die RNA hybridisiert werden und anschlieBend von
der Reversen Transkriptase mit dNTP’s entlang der Matrize in 5°—=3°‘-Richtung zu
einer cDNA verlidngert werden. Als Primer konnen Mischungen kurzer DNA-
Hexanukleotide aller theoretisch denkbarer Sequenzabfolgen (sogenannte Random
Primer) oder spezifische Oligonukleotide eingesetzt werden. Wir verwendeten
Random Primer (nach Untersuchungsergebnissen von Klingelhofer effektiver) und als
Reverse Transkriptase eine Enzymvariante der Moloney-Maus-Leukidmie-Virus
(MMLV)-Reversen Trankriptase, die im Gegensatz zu anderen Reversen
Transkriptasen die RNA wihrend der cDNA- Synthese nicht abbaut.
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Sowohl fiir die reverse Transkription als auch fiir die PCR ist die Anwesenheit von
Mg** Tonen erforderlich.

Zur Verhinderung des RNA-Abbaus werden hier auler Verwendung von RNase-
freiem Wasser noch RNase-Inhibitoren zugesetzt.

Schliefllich mufl das Gemisch mit Mineraldl iiberschichtet werden, damit es wihrend

der Inkubation bei 42 und 94 °C nicht zu einer Verdunstung kommt.

Material:
Firma Bestellnummer
Superscript "
B Reverse Transkriptase: rekombinante
M-MuLV-RT mit 200 U/ul Gibco BRL
. ) 18053-017
B 5-fach konz. RT-Puffer (250 mM Tris-HCI, (Eggensstein)
375 mM KCl, 15 mM MgCl,)
B DTTO,1 M
Pharmacia
Ultrapure dNTP Set . 27-2035-01
(Freiburg)
. . Boehringer
Hexanucleotid Mix i 1277081
Mannheim
o Pharmacia
RNase-Inhibitor ] 27-0815-01
(Freiburg)
RNase freies Wasser, Mineralol, Eppendorfgefdie, Einmalhandschuhe, gestopfte
Pipettenspitzen, Schiittler, Mikrozentrifuge, Thermocycler

Durchfiihrung:
Unter einem Abzug wurden auf Eis folgende Reagentien zum Master Mix, ein Gemisch

aller Reagentien fiir die gesamte Probenanzahl + 1 (Pipettierreserve), angesetzt:
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Reagentien fiir Endkonzentration/ | Volumen/
Master Mix Reaktion Reaktion
o 200uM je dATP,
PCR Nucleotid Mix 0,4 pul
dCTP, dGTP, dTTP
Hexanucleotid Mix 50 nM 1,0 pl
RNase Inhibitor 389U 1,0 ul
RNase freies Wasser 0,6 ul
M-MuLV-Reverse
. 200U 1,0 ul
Transkriptase
5 x RT Puffer 4,0 ul
DTT 10 mM 2,0 ul
gesamt 10,0 pl

X (Probenanzahl + 1)

Es wurde sorgfiltig gemischt und dann je 10 ul des Master Mixes in Eppendorfgefafe

gegeben. Dazu wurden je 10 pl der RNA-Losung pipettiert, gemischt, zentrifugiert und

mit einem Tropfen Mineraldl tiberschichtet.

Reaktionsvolumen:

Master Mix 10 pl
RNA-Losung 10 pl
insgesamt 20 ul

SchlieBllich wurden die Proben inkubiert:

10 Minuten bei Raumtemperatur
30 Minuten bei 42 °C

5 Minuten bei 94 °C (zur Denaturierung der Enzyme, die die

Amplifikationsreaktion stéren konnten)

auf 4 °C abgekiihlt und innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet oder
bei -20 °C gelagert.
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2.2.5 Amplifikation

Testprinzip:

Ziel der PCR ist es, bestimmte Zielsequenzen vorhandener DNA so stark zu
vervielfiltigen, daf3 sie mit einfachen Verfahren nachweisbar werden. In mehreren sich
wiederholenden Zyklen wird doppelstringige DNA in ihre Einzelstringe aufgespalten
(Denaturierung). Dadurch konnen sich fiir die Zielsequenz spezifische, vorgefertigte
Oligonukleotide (Primer) an den Einzelstrang anlagern (Annealing). Im dritten Schritt
erginzt die Polymerase, bei den Primern beginnend, die einzelstringige DNA mit den
ebenfalls zugegebenen (markierten) Nukleotiden zu einem Doppelstrang (Elongation).

Damit kann der néchste Zyklus beginnen.

- Denaturierung:

Zuerst miissen DNA-Doppelstringe durch Hitzedenaturierung in Einzelstringe zerlegt
werden.

Temperaturbereich: 93-100 °C.

- Annealing:

Fiir die Amplifikation benétigt man zwei Oligonukleotidprimer (kurze, einzelstringige
DNA-Molekiile), die aus dem Randbereich der zu amplifizierenden Sequenz
(Zielsequenz) stammen und komplementdr zu jeweils einem der nachzuweisenden
DNA-Striange sind. Sie flankieren in der Regel einen Abschnitt von 150 bis 400
Basen.

Nach Abkiihlung lagern sich diese Primer je an die beiden Einzelstringe an und bilden
kurze Doppelstrangregionen.

Temperaturbereich: 37-65 °C (abhédngig von der Schmelztemperatur der Primer).

- Elongation:

Die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase verldangert unter geeigneten
Reaktionsbedingungen die Primer an ihrem 3°‘OH-Ende entlang der Matrize in
3‘=5‘Richtung anhand von dNTP’s, so dal neue DNA-Stringe mit komplementirer
Sequenz entstehen.

Hier wird fiir die verwendete Version der PCR dUTP verwendet, das mit Digoxigenin
konjugiert ist.

Temperaturoptimum: 72 °C.
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Abb. 2.2: Denaturierung, Annealing und Elongation der PCR,
Newton CR, Graham A (1994) PCR, Spektrum Akademischer Verlag, S. 23,
modifiziert

Am Ende dieser Reaktion liegen die DNA-Molekiile wieder als Doppelstringe vor, so
daBl bei jedem neuem Zyklus diese durch Hitze erst wieder aufgespalten werden
miissen.

Da auch die neu synthetisierten DNA-Stringe als Matrize dienen, verdoppeln sich in
jedem Zyklus die Anzahl der DNA-Kopien. Der an der urspriinglichen Matrize
verliangerte DNA-Strang hat noch keine definierte Ldnge, da die Polymerisation erst
irgendwann von alleine anhilt oder durch den ndchsten Zyklus gestoppt wird. So
entstehen hier an der urspriinglichen Matrize linear bei jedem Zyklus ,lange*
Produkte, wihrend der DNA-Strang mit der Zielsequenz exponentiell vervielfaltigt
wird.
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Abb. 2.3: Amplifizierung der kurzen Zielsequenz und der langen Produkte
Newton CR, Graham A (1994) PCR, Spektrum Akademischer Verlag, S. 23,
modifiziert

Entscheidend fiir die Effektivitdt und Spezifitiat der PCR sind auBler der Qualitit der
DNA-Matrize und der Konstruktion der Primer vor allem die Reaktionsbedingungen.
Dabei spielen die Konzentrationen der einzelnen Reagentien, insbesondere der

Magnesiumionen, aber auch das PCR-Temperaturprofil eine Rolle.

Begrenzt wird die Reaktion meist von der Enzymmenge und der abnehmenden Aktivitéit
des Enzyms, sowie der Menge an Primern und Nukleotiden. Aber auch
Hybridisierungen unter den DNA-Stringen konkurrieren mit der Primeranlagerung und
mindern die Effektivitit.
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Material:

HGYV Primer and Capture Probe Set, Firma: Boehringer Mannheim,
Bestellnummer: 1 782 720
Primer NSS 1: aus der NS5 Region von GBV-C [Schliiter et al., 1996]
B NS5 forward Primer: 25-mer, Position NS5a 77-101
5"Ende-CTC TTT GTG GTA GTA GCC GAG AGA T-3'E.
B NS5 reverse Primer: 24-mer, Position NS5a 211-188
5"Ende-CGA ATG AGT CAG AGG ACG GGG TAT-3"Ende
Primer 5°NCR 1: aus der 5"NCR Region von GBV-C [Schliiter et al., 1996]
B 5'NCR forward Primer: 20-mer, Position 101-120
5"Ende-CGG CCA AAA GGT GGT GGA TG-3"Ende
B 5'NCR reverse Primer: 19-mer, Position 285-267
5"Ende-CGA CGA GCC TGA CGT CGG G-3"Ende
Primer 5NCR 2: aus der 5"NCR Region von GBV-C [Schliiter et al., 1996]
Sequenz nicht bekannt

Expand™ High Fidelity PCR System ®: Firma: Boehringer Mannheim
Bestellnummer: 1 732 650
B DNA Desoxynucleotidyltransferase (Taq DNA Polymerase) Konz./Reaktion:
2,6 U, in: 20 mM Tris HCIL, pH 7,5, 100 mM KCI, 1 mM Dithiothreitol (DTT),
0,1 mM EDTA, 0,5 % Tween®20, 0,5 % Nonidet® P40, 50 % Glycerol;
B Expand HF Puffer 10x konz. mit 15 mM MgCl2

PCR DIG Labeling Mix: Firma: Boehringer Mannheim

Bestellnummer: 1 585 550
Nucleotid-Mix (dUTP ist mit Digoxigenin markiert): je 2 mM dATP, dCTP, dGTP,
1,9 mM dTTP, 0,1 mM Digoxigenin-11-dUTP in Wasser, pH 7,0

RNase freies Wasser, Einmalhandschuhe, PCR-tubes, gestopfte Pipettenspitzen,
Pipetten, Schiittler, Mikrozentrifuge, Thermocycler PE 9600 der Firma Perkin Elmer
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Durchfiihrung:
Folgende Reagentien wurden unter Abzug auf Eis gemischt:

Reagentien des Endkonzentration/ Volumen/
Master Mix 1 Reaktion Reaktion

je 200 uM von ATP, dCTP,
DIG Labeling Mix | dGTP; 190uM dTTP, 10uM 5,0 ul

DIG-11-dUTP X (Probenanzahl + 1)
Primer-mix 5"NCR2 je S5uM 4,0 ul
RNase freies Wasser 11,0 pl
gesamt 20,0 ul
Reagentien des Endkonzentration/ Volumen/
Master Mix 2 Reaktion Reaktion
10 x Expand HF Puffer 10x 5,0 pul
T™ v1- . s
Expand ™ High Fidelity 26U 075 ul x (Probenanzahl + 1)
PCR System
RNase freies Wasser 14,25 pl
gesamt 20,0 pl

Weiterhin wurden auf Eis zu 20 pl des Master Mixes 1 in einem PCR- tube 10 pl
cDNA gegeben und mit 20 pl des Master Mixes 2 vermischt.

Reaktionsvolumen:

Master Mix 1 20 pul
Master Mix 2 20 pul
cDNA 10 ul

insgesamt 50 ul
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AnschlieBend wurden die Proben sofort in den Thermocycler PE (PERKIN ELMER)
9600 gegeben und die Amplifikation mit folgendem Programm gestartet:

10 sec. bei 85 °C
2 min. bei 94 °C

Denaturation 30 sec. be1 94 °C
45x < Annealing 30 sec, bei 55 °C Hauptprogramm
Elongation 30 sec. be1 72 °C

7 min. bei 72 °C

Kiihlung bei 5 °C

Gesamtdauer ca. 2 Y2 Stunden

2.2.6 Detektion

Testprinzip:

Die amplifizierten DNA-Molekiile werden durch eine Denaturierungslosung in
Einzelstringe getrennt. Diese konnen sich dann an die Biotin-markierte Capture Probe
(Oligonukleotide mit komplementdrer Sequenz zu einer bestimmten Position der
amplifizierten DNA-Molekiilen) anlagern, die sich wiederum an die mit Streptavidin

beschichtete Mikrotiterplatte fest bindet.

Alle anderen Substanzen/Molekiile werden durch den folgenden Waschschritt entfernt.
Da im Amplifikat dUTP mit Digoxigenin markiert ist, kann sich nun der im Konjugat
enthaltene Anti-Digoxigenin-Antikorper anlagern. Dieser ist mit Peroxidase (POD)

markiert.

Nachdem nicht gebundenes Konjugat wieder durch Waschen beseitigt wurde, wird die
Mikrotiterplatte mit einer Substrat-Chromogenlosung (ABTS®/H,0,) beschichtet. Nun
kann die Peroxidase das Azino-di-diammonium Salz (ABTS®) in ein farbiges Produkt
umwandeln, dessen Extinktion gemessen werden kann. Je mehr amplifizierte DNA-

Molekiile und damit farbiges Produkt vorhanden ist, um so grof3er die Extinktion.
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Amplifikat + Hybridisierungslosung
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Detektion
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Material:

PCR ELISA®, Firma: Boehringer Mannheim,
Bestellnummer: 1636111

Detektionskit fiir GBV-C-PCR-Produkte, die Digoxigenin-markiertes dUTP

enthalten:

B Denaturierungslosung: (Puffer: 50mmol/l NaOH)

B Hybridisierungslosung: Puffer (Phosphat, pH 6,5) vermischt im Verhéltnis 100:1
mit der biotinylierten Capture Probe (75 ng/l)

B Konjugatlosung: Puffer (Tris HCI, pH 7,5) vermischt im Verhéltnis 100:1 mit
Anti-Digoxigenin-Peroxidase (polyklonal, POD > 1 U/ml in 1,5 ml aqua bid.
gelost)

B Substratlosung: Puffer (100mmol/l Phosphat/ Citrat, pH 4,4; 3,2 mmol/l H,0,)
mit ABTS®

B Funktionskontrolle (Digoxigenin-markierte PCR-Produkte)

B Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten

HGYV Primer and Capture Probe Set, Firma: Boehringer Mannheim,
Bestellnummer: 1782720
B NS5 1 capture Probe: 21-mer, Position NS5al152-172
5 Ende-Biotin-GTT ACT GAG AGC AGC TCA GAT-3"Ende
B 5'NCR 1 capture Probe: 19-mer, Position 161-179
5 Ende-Biotin-GGT AGC CAC TAT AGG TGG G-3"Ende
B 5°NCR 2 capture Probe: Sequenz nicht bekannt

Waschlosung: 1%iges PBS

Eppendorfgefifle, Einmalhandschuhe, Pipetten, Pipettenspitzen, Mikrozentrifuge,
Schiittler, heizbarer Mikrotiterplattenschiittler, -wascher, ELISA-Reader
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Durchfiihrung:

40 pl Denaturierungslosung wurden mit 20 ul Amplifikat vermischt, zentrifugiert und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zwei Funktionskontrollen a 60 pl wurden in
10 Minuten auf Raumtemperatur gebracht. Dann wurde mit Hybridisierungslosung auf
500 pl aufgefiillt, gemischt, zentrifugiert und davon je 200 ul in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C auf dem
Mikrotiterplattenschiittler wurde die Platte mit je 250 ul Waschlosung gewaschen, mit
200 pl Konjugat beschichtet und 30 Minuten bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert.
Nach einem zweiten Waschschritt wurden je 200 ul Substrat in die Vertiefungen der
Platte pipettiert. Zusétzlich wurde je 200 ul Substrat in zwei leere Vertiefungen fiir
den Leerwert gegeben. SchlieBlich wurde nach 30miniitiger Inkubation im Dunkeln bei
37 °C auf dem Schiittler die Extinktion in dem ELISA-Reader bei 405 nm (Referenz

Filter 492 nm) gemessen.

Testauswertung nach Anleitung des Herstellers:
Von allen Extinktionswerten ist der Leerwert zu subtrahieren. Fiir die Giiltigkeit des
Tests sollen die Funktionskontrollen einen Extinktionswert von E > 1,5 haben.
Der Cut-off wird folgendermaf3en berechnet:
Cut-off = 3 X Epeg Kontr.
Eine Probe gilt als positiv, wenn
Eprobe > Cut-off
Eine Probe gilt als negativ, wenn
Epope < Cut-off
Liegt die Extinktion im Bereich von * 20 % um den Cut-off, soll der Test wiederholt

werden.

E = Extinktion, neg.Kontr. = Serumnegativkontrolle

Zusitzlich zu den Angaben des Herstellers haben wir

- Proben, deren Extinktionswert E > 3,000 war, als GBV-C-RNA stark positiv
gewertet.

- Proben, die bei verschiedenen Testdurchldufen sowohl positive als auch negative

Ergebnisse erbrachten, als fraglich positiv gewertet (siehe auch S. 47-48).
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2.3 Nachweis von GBV-C-E2-Antikorpern

Der momentan einzige bekannte GBV-C-Antikorpertest von Boehringer Mannheim
befindet sich in der praktischen Erprobung. Da die Anzahl der zur Verfiigung gestellten
Testkits begrenzt war, konnten nur 182 der 200 Patienten auf Antikorper untersucht

werden.

Testprinzip:

Mit dem pPlate Anti-HGenv® von Boehringer Mannheim werden qualitativ 1gG-
Antikorper gegen das GBV-C-E2-Protein im Serum oder Plasma nachgewiesen.

Sind Antikorper gegen das E2-Protein von GBV-C im Serum vorhanden, lagern sich
diese an das in der Inkubationslosung enthaltene GBV-C-E2-Antigen, welches sich
wiederum an einen biotinylierten Anti-E2-Antikdrper gebunden hat. Letzterer kann

sich an die mit Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte anheften.

Nach dem Waschen wird mit der Konjugatlosung ein POD-markierter Anti-H-Fcy-
Antikorper hinzugegeben, der sich an die H-Kette des Fc-Stiicks des nachzuweisenden

Antikorpers bindet.

Nachdem die Mikrotiterplatte gewaschen und mit einer Substrat-Chromogenldsung
(ABTS/H,0,) beschichtet wurde, wandelt die Peroxidase das Substrat in ein farbiges

Produkt um. Die Extinktion ist proportional zur Menge der gebundenen Antikorper.
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung des GBV-C-E2-Antikorpernachweis
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Um unspezifische Bindungen an das Plastik der Mikrotiterplatte auszuschlieBen, kann
ein Bestidtigungstest durchgefiihrt werden. Dieser erfolgt analog zu dem oben
beschriebenen Testablauf mit dem Unterschied, da kein HGV-E2-Antigen zugegeben
wird. Kommt es nun auch zu einer Farbentwicklung mit einer Extinktion im gleichen
Bereich wie bei der normalen Testdurchfithrung, muf3 davon ausgegangen werden, daf}
es durch Storeinfliisse im Probenmaterial zu unspezifischen Bindungen kam. Dann gilt

die Probe als negativ.

Material:

pPlate Anti-HGenv® Testkit, Firma: Boehringer Mannheim,
Bestellnummer: 1822616

B Probenpuffer zur Probenvorverdiinnung: 40 mmol/l Phosphat; pH 7,0; Rinder-
serumbestandteile

B [nkubationslosung: Puffer (40 mmol/l Phosphat; pH 7,0; Rinderserumbestandteile;
Anti-HGV-E2-Biotin (Maus, monoklonal)) vermischt im Verhiltnis 5 + 1 mit HGV
envelope (E2) Antigen (rekombinant aus CHO-Zellen)

B Konjugatlosung: Puffer (40 mmol/l Phosphat; pH 7,0) vermischt im Verhiltnis
25 + 1 mit anti-H-Fcy-Antikorper-POD (vom Schaf; POD > 0,4 U/)

B Substratlosung: Puffer (100 mmol/l Phosphat/Citrat; pH 4,4; 3,2 mmol/l H,O,) mit
geloster Chromogen-Tablette ABTS® 14,3 mg

B Waschlosung: entionisiertes Wasser vermischt im Verhéltnis 14 + 1 mit Konzentrat
(100 mmol/l Phosphat; pH 7,4; NaCl, Tween 20)

B Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten

B Negative Kontrolle: Humanserum

B Positive Kontrolle: Humane anti-HGenv Antikrper in Humanserum

96-well Mikrotiterplatten Wascher, Mikrotiterplattenschiittler, ELISA-Reader,
Pipetten, Mehrkanalpipette, Mikrozentrifuge, Schiittler, Einmalhandschuhe

Durchfiihrung:

Die Inkubations- sowie die Konjugatlosung wurden mindestens 30 Minuten, die
Substratlosung lichtgeschiitzt 60 Minuten vor Testdurchfiihrung hergestellt und auf
Raumtemperatur gebracht. Zuerst wurden 10 pl Serum sowie je zwei Positiv- und
zwei Negativkontrollen mit 200 ul Probenpuffer vorverdiinnt. In die Vertiefungen der
Mikrotiterstreifen wurden nun je 20 pl der verdiinnten Proben (1 pl effektiv

eingesetztes Probenvolumen) einpippetiert und 80 ul der Inkubationslosung
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dazugegeben. Es  folgte eine  zweistiindige  Inkubation auf  einem
Mikrotiterplattenschiittler bei Raumtemperatur. Die Platte wurde gewaschen und mit je
100 pl Konjugatlosung beschichtet. Nach einer einstiindigen Inkubation auf einem
Mikrotiterplattenschiittler wurde die Platte erneut gewaschen und im Anschluf3 mit je
100 pl Substratlosung beschichtet. Zusitzlich wurde eine Vertiefung der Platte fiir den
Leerwert nur mit Substrat befiillt. Nun muBte die Platte eine Stunde im Dunkeln
inkubiert werden. Die Extinktion wurde im Anschluf3 mittels eines ELISA Readers bei
405 nm (Reference Filter 492 nm) gemessen.

Die Durchfiihrung des Bestitigungstestes erfolgte analog mit dem Unterschied, daf3 in
die Inkubationslosung kein HGV-E2-Antigen zugemischt wurde und keine Positiv- und

Negativkontrollen eingesetzt wurden.

Testauswertung nach Anleitung des Herstellers:
Von allen Extinktionswerten ist der Leerwert abzuziehen.
Fiir die Giiltigkeit des Testes miissen folgende Bedingungen erfiillt sein:
Eneg Konte < 0,25 E
Epos Kontr.~ Eneg.kontr. 2 0,5 E
Der Cut-off wird folgendermal3en berechnet:
Cut-off = 0,2 X Epos kontr. + Eneg Kontr.
Die Probe gilt als Anti-HGenv positiv, wenn
Epope = Cut-off
Die Probe gilt als Anti-HGenv negativ, wenn
Ep;ope < Cut-off
Eine Probe gilt nur dann weiterhin als bestitigt positiv, wenn:

EProbe normale Testfiihrung : EProbe Bestitigungstest > 1’5
E = Extinktion, neg.Kontr. = negative Kontrolle, pos.Kontr. = positive Kontrolle

Zusitzlich zu den Angaben des Herstellers haben wir Proben als fraglich positiv
gewertet’ wenn der QUOtient (EProbe normale Testfithrung : EProbe Bestitigungstest ) zwischen 1’5
und 2,0 lag.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv der Vorstudie und der Nachuntersuchung

3.1.1 Verbleib

Fiir die Verlaufskontrolle von GBV-C Infektionen bei Dialysepatienten konnten von
den 390 Patienten der Vorstudie [Dissertation I. Klingelhdfer 1998] 200 Patienten
(51 %) nachuntersucht werden. Die Proben der Vorstudie wurden von Dezember 1993
bis Oktober 1994 gesammelt. Der Zeitraum, in dem die Proben der vorliegenden
Studie gesammelt wurden, umfallte vier Monate, von Dezember 1996 bis Mirz 1997.
Die meisten Proben erhielten wir im Dezember 1996 und im Januar 1997, so daf3 die
Patienten etwa 2 V2 Jahre spiter nachuntersucht werden konnten.

Von den 200 Patienten, die fiir unsere Nachuntersuchung zur Verfiigung standen, waren
nach Angaben der Arzte 188 Patienten weiterhin dialysepflichtig, wihrend 12 in der
Zwischenzeit transplantiert worden waren.

Wieviel Patienten aus den einzelnen Gruppen mit den verschiedenen
Befundkombinationen nachuntersucht werden konnten, zeigt Tabelle 3.1. Daraus ist
ersichtlich, dal aus allen Gruppen in etwa gleich groBe Anteile (zwischen 42 und

54 %) an Patienten nachuntersucht werden konnten.

Tab. 3.1: Anzahl der Patienten der Vorstudie und der Nachuntersuchung,
gruppiert nach ihrer Befundkombination, und Anteil der Patienten, die pro

Gruppe nachuntersucht werden konnten

Befund Vorstudie Anzahl Patienten
Gruppe | GBV-C- | E2-Anti- ) Nach-
. Vorstudie nachuntersucht
RNA korper untersuchung

I + - 61 33 54 %
I + + 12 5 42 %
| - + 99°* 47° 47 %
v - - 218 115 53 %
gesamt 390 200 51 %

“davon 5 Patienten mit fraglich positivem GBV-C-Anti-E2-Befund in der Vorstudie
Y davon 4 Patienten mit fraglich positivem GBV-C-Anti-E2-Befund in der Vorstudie
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Insgesamt 190 (49 %) der urspriinglich 390 Patienten standen fiir unsere
Nachuntersuchung nicht mehr zur Verfiigung. Von diesen 190 waren 130 Patienten
zwischenzeitlich verstorben. 37 Patienten, davon 29 Patienten inzwischen
transplantiert, sind wegen Umzug nicht mehr erreicht worden, da die neue Adresse den
damals zustdndigen Dialysezentren nicht bekannt war. Weil aus Griinden des
Datenschutzes nur Initialen, Geburtsdatum und Geschlecht der Patienten bekannt
waren, konnten 23 Patienten (6 %) in den Dialysezentren nicht mehr identifiziert
werden. Tabelle 3.2 zeigt die Aufteilung dieser 190 Patienten in bezug auf ihre
GBV-C-Befundkombination aus der Vorstudie.

Tab. 3.2: Anzahl der Patienten aus der Vorstudie, die entweder verstorben,
unbekannt verzogen oder nicht mehr identifiziert werden konnten und damit nicht

mehr fiir die Nachuntersuchung zur Verfiigung standen

Befund Vorstudie Anzahl Patienten
Gruppe | GBV-C- | E2-Anti- nicht
verstorben | verzogen gesamt
RNA korper identifiziert
I - 20 6 2 28
I 7 0 0 7
I - + 33 12 7 52
v - - 70 19 14 103
gesamt 130 37° 23 190

“ davon 29 Patienten inzwischen transplantiert

3.1.2 Zusammensetzung des Patientenkollektivs bei der Vorstudie und bei der

Nachuntersuchung

Um festzustellen, ob die nachuntersuchte Patientengruppe verglichen mit der
Patientengruppe der Vorstudie beziiglich ihrer Zusammensetzung reprisentativ ist,
ferner, ob Patienten mit bestimmten Merkmalen vermehrt verstorben sind, werden
Alter, Geschlecht, Dialysedauer, Transfusionshéufigkeit und Infektionsstatus beziiglich
HCV und GBV-C dieser Gruppen in den folgenden Tabellen dargestellt (Kapitel
3.1.2.1 -3.1.2.5).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 die Patientengruppe der Nachuntersuchung
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung der der Vorstudie sehr dhnlich ist und damit
wahrscheinlich reprisentativ ist.

Bei der Betrachtung der Merkmale der verstorbenen Patienten ergab sich, auBer dal3

erwartungsgemal éltere Patienten verstorben sind, kein Hinweis auf eine Selektion.

3.1.2.1 Alter

Um die Altersstruktur der Patienten darzustellen, haben wir die Patienten in
Altersgruppen von 10 Jahren eingeteilt.

Das Alter der Patienten bezieht sich auf den Zeitpunkt der Probenentnahme, d.h. bei
den Patienten der Vorstudie 1994 und bei den Patienten der Nachuntersuchung 1997.
Das Alter der Patienten, die zwischenzeitlich verstorben sind, bezieht sich auf den
Zeitpunkt der Probenentnahme der Vorstudie, also 1994 (Tab. 3.3).

Tab. 3.3: Anzahl und Anteil der Patienten der Vorstudie, der Nachuntersuchung
und der verstorbenen Patienten in den einzelnen Altersgruppen und Anteil der

verstorbenen Patienten pro Altersgruppe

Anzahl Patienten pro Alters-
Alter in Vorstudie Nach- verstorben gruppe
Jahren untersuchung verstorben
n % n % n % %
12-21 6 1,5 1 0,5 1 0,8 16,7
22-31 39 10,0 23 11,5 3 2,3 7,7
32-41 45 11,5 23 11,5 8 6,2 17,8
42-51 54 13,8 30 15,0 10 7,7 18,5
52-61 92 23,6 39 19,5 32 24,6 34,8
62-71 75 19,2 49 245 27 20,8 36,0
72-81 55 14,1 28 14,0 30 23,1 54,5
82-91 23 59 7 3,5 18 13,8 78,3
92-101 1 0,3 0 0 1 0,8 100,0
gesamt 390 100 | 200 100 130 100 33
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Erwartungsgemal sind iiberproportional viele dltere Patienten verstorben. Da aber die
Patienten nach 2 Y2 Jahren zum Teil in die nédchst hohere Altersgruppe eingeordnet
wurden, ist die Anzahl der Patienten in den einzelnen Altersgruppen sowohl in der
Vorstudie als auch in der Nachuntersuchung dhnlich verteilt. Die Altersstruktur der

Patienten ist demnach in der Nachuntersuchung vergleichbar mit der der Vorstudie.

3.1.2.2 Geschlecht
Minnliche und weibliche Patienten sind in der Vorstudie und der Nachuntersuchung
dhnlich oft vertreten (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Anzahl und Anteil minnlicher und weiblicher Patienten in Vorstudie,

Nachuntersuchung und bei den verstorbenen Patienten

. Nach-
Vorstudie verstorben
Geschlecht untersuchung
n % n % n %
méinnlich 203 52,1 102 51,0 72 55,4
weiblich 187 479 98 49.0 58 44.6
gesamt 390 100 200 100 130 100

3.1.2.3 Dialysedauer

In den Patientenbdgen wurden Angaben zu dem Beginn der Dialyse gemacht. Fiir die
Unterscheidung der Patienten nach ihrer Dialysedauer haben wir eine Unterteilung mit
einem Dialysebeginn vor 1985, von 1985 bis 1988, von 1989 und 1991 und von 1992
bis 1994 vorgenommen.

Die Aufteilung der Patienten nach ihrer Dialysedauer ergibt keinen deutlichen

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (Tab. 3.5).
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Tab. 3.5: Anzahl und Anteil der Patienten mit Dialysebeginn in einem bestimmten

Zeitraum in Vorstudie, Nachuntersuchung und bei den verstorbenen Patienten

. Nach-
Vorstudie® . verstorben
Dialysebeginn untersuchung

n % n % n %
vor 1985 99 254 56 28,1 29 22,3
1985 — 1988 69 17,7 36 18,1 26 20,0
1989 — 1991 104 26,7 43 21,6 40 30,8
1992 — 1994 117 30,1 64 32,1 35 26,9
gesamt 389 100 199 100 130 100

“ bei einem Patient ist der Dialysebeginn nicht bekannt

3.1.2.4 Transfusionshiufigkeit
Die in den Patientenbdogen angegebene Transfusionshiufigkeit wurde eingeteilt in:

keine, ein bis zehn oder mehr als zehn Transfusionen erhalten (Tab 3.6).

Tab. 3.6: Anzahl und Anteil der Patienten mit einer bestimmten Anzahl von
erhaltenen Transfusionen in Vorstudie, Nachuntersuchung und bei den

verstorbenen Patienten

. Nach-
Transfusions- Vorstudie verstorben
untersuchung
héufigkeit

n % n % n %
keine 96 24.6 50 25,0 23 17,7
1-10 147 37,7 74 37,0 53 40,8
> 10 147 37,7 76 38,0 54 41,5
gesamt 390 100 200 100 130 100

Die Patienten der Vorstudie, der Nachuntersuchung und die verstorbenen Patienten
sind in den nach ihrer Transfusionshiufigkeit eingeteilten Gruppen in etwa

gleichmifig vertreten.
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3.1.2.5 Infektionsstatus

Die Untersuchungen auf HCV und GBV-C wurden in unserem Institut [Dissertation
Lendeckel, 2000/Klingelhofer, 1998] mit den Seren, die 1993/94 gesammelt wurden,
durchgefiihrt. Die Anzahl und der Anteil der Patienten in der Vorstudie, der
nachuntersuchten Patienten und der Patienten, die inzwischen verstorben sind,
beziiglich ihres Infektionsstatus werden in Tab. 3.7 und Tab. 3.8 dargestellt.

Demnach besteht zwischen den drei Gruppen in bezug auf HCV- und GBV-C-

Infektionsstatus kein deutlicher Unterschied.

Tab. 3.7: Anzahl und Anteil der Patienten in Vorstudie, Nachuntersuchung und
bei den verstorbenen Patienten mit HCV-Antikorpern mit und ohne HCV-RNA
[Lendeckel, 2000]

HCV-Befund- Vorstudie Nach- verstorben
kombination untersuchung
RNA AK n /) n /) n %0
+ + 99 25,4 48 24,0 39 30,0
- + 74 19,0 36 18,0 29 22,3
- - 217 55,6 116 58,0 62 47,7

gesamt 390 100 200 100 130 100

Tab. 3.8: Anzahl und Anteil der Patienten mit einer bestimmten GBYV-C-
Befundkombination aus der Vorstudie [Klingelhofer, 1998] in Vorstudie,

Nachuntersuchung und bei den verstorbenen Patienten

GBYV-C-Befund- Nach-

kombination Vorstudie untersuchung verstorben

RNA AK n %o n /) n /)
- 61 15,6 33 16,5 20 15,4

+ + 12 3,1 5 2,5 7 5,4
- + 99° | 254 | 47° | 235 | 33° | 254
- - 218 55,9 115 57,5 70 53,8
gesamt 390 100 200 100 130 100

“ davon 5 Patienten GBV-C-Anti-E2 fraglich positiv, * davon 4 Patienten GBV-C-
Anti-E2 fraglich positiv, © davon 1 Patient GBV-C-Anti-E2 fraglich positiv
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3.2 GBV-C-Befunde der Nachuntersuchung

3.2.1 Untersuchung auf GBV-C-RNA

Alle 200 Seren wurden mit dem weiterentwickelten Primerpaar aus der 5°‘NCR-
Region von Boehringer Mannheim (5‘NCR 2) einmal auf GBV-C-RNA untersucht, da
bei der Vorstudie von Klingelhofer [1998] mit diesem Primerpaar 96 % der positiven
Proben erfafit wurden.

Wiederholungsuntersuchungen wurden nur mit Seren durchgefiihrt, die gegeniiber der
Vorstudie divergierende Ergebnisse zeigten. Positive Proben, die bei Klingelhofer
negativ waren, wurden noch einmal mit dem Primerpaar 5‘'NCR 2 getestet. Bei
negativem Befund wurden sie ein weiteres Mal mit dem Primerpaar 5‘NCR 2

untersucht, so dal dann insgesamt drei Ergebnisse vorlagen.

Bei Proben, die nach der Untersuchung von Klingelhofer GBV-C-RNA positiv und in
der vorliegenden Untersuchung negativ waren, wurde die noch aus der
Erstuntersuchung vorhandene, tiefgefrorene cDNA noch einmal aufgetaut und mit dem
Primerpaar 5’NCR 2 untersucht. Zusitzlich wurde erneut Serum dieser Patienten
aufgetaut und der komplette Untersuchungsgang wiederholt. Dabei wurden die Proben
mit den jeweiligen Primerpaaren getestet, die bei der Vorstudie von Klingelhofer ein
positives Ergebnis zeigten.

3.2.1.1 Ergebnis der ersten Untersuchung auf GBV-C-RNA
Bei der ersten Untersuchung auf GBV-C-RNA wurden sechs Testdurchldufe benotigt,
um alle 200 Seren einmal mit dem Primerpaar 5‘NCR 2 zu testen (Auswertung

Tab. 3.9) und weitere zwei Testdurchldufe, um die Nachtestungen durchzufiihren
(Auswertung Tab. 3.11).

Zur Bestimmung der Empfindlichkeit der PCR wurde jeweils eine Verdiinnungsreihe
einer cDNA eines stark positiven Kontrollserums eingesetzt. In der Tab. 3.9. ist unter
Empfindlichkeit die Verdiinnungsstufe angegeben, bis zu der die Verdiinnung ein

positives Ergebnis zeigte.
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Divergierende Ergebnisse wurden wie folgt differenziert:

Neu positiv sind die Seren, die bei der Vorstudie GBV-C-RNA negativ und bei der
Nachuntersuchung positiv waren; neu negativ sind die Seren, die bei der Vorstudie
positiv und bei der Nachuntersuchung Untersuchung negativ waren. Die Seren, die
sowohl in der Vorstudie als auch in der Nachuntersuchung das gleiche Ergebnis hatten,

werden in der Tab. 3.9 unter ,,iibereinstimmende Ergebnisse* aufgefiihrt.

Tab. 3.9: Auswertung der einzelnen Testdurchliufe bei der ersten Untersuchung auf

GBV-C-RNA
Anzahl Proben
Empfind- | Cut- divergierende iiberein-
Test| =~ unter- | stark . ) Ergebnisse ]
lichkeit | off .| positiv | negativ stimmende
sucht | positiv neu neu )
Ergebnisse
positiv | negativ
1. 1:256 10,1320 25 0 1 24 1 2 22
2. 1:64 0,0780 | 38 5 0 33 1 2 35
3. 1:64 0,1455| 42 7 1 34 2 1 39
4. 1:256 | 0,3960| 40 8 2 30 2 4 34
5. 1:256 10,0660 | 36 7 1 28 3 2 31
6. 1:64 0,0555| 19 2 0 17 0 2 17
7. 1:16 0,0975
Nachuntersuchungen
8. 1:16 0,0495
gesamt 200 29 5 166 9 13 178

Im Grenzbereich von £ 20 % um den Cut-off lag keine Extinktion, so daf} alle Proben
eindeutig den Bewertungen stark positiv, positiv oder negativ zugeordnet werden
konnten. Danach waren fiinf Seren GBV-C-RNA stark positiv, 29 Seren positiv und
166 Seren negativ. Dabei zeigten 22 Seren von der Vorstudie abweichende

Ergebnisse.
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3.2.1.2 Ergebnis der Nachtestungen
In der ersten Untersuchung waren neun Seren positiv, die in der Vorstudie
GBV-C-RNA negativ waren.

Bei erneuter Testung waren fiinf Seren wiederum GBV-C-RNA positiv. Bei vier Seren
konnte das positive Ergebnis nicht reproduziert werden. Sie blieben auch bei einem
dritten Testansatz negativ. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist, da der Virustiter so
gering ist, da3 nicht bei jeder Untersuchung RNA nachgewiesen werden konnte. Dafiir
spricht, dal die Empfindlichkeit der Amplifikationen der Wiederholungs-
untersuchungen geringer war als die der ersten Untersuchung. Es konnte sich auch um
falsch positive Ergebnisse in der ersten Untersuchung handeln, die durch
Kontaminationen zustande gekommen sein miifiten. Jedoch wurden zwei dieser vier
Seren in voneinander unabhingigen Testdurchldufen, die zwei anderen Seren
gemeinsam, aber nicht nacheinander, also nicht in unmittelbarem Kontakt untersucht.

Bei drei der vier Seren waren die davor und danach untersuchten Proben negativ.

Daher wurden diese vier Seren trotz der Testung zweimal negativ und einmal positiv

als fraglich positiv gewertet (Tab. 3.11).

Von den in der ersten Untersuchung GBV-C-RNA negativ getesteten Seren waren
13 Seren in der Vorstudie GBV-C-RNA positiv. Diese 13 Seren wurden noch einmal
mit dem Primerpaar 5‘NCR 2 und zusitzlich mit den Primern untersucht, die bei der
Voruntersuchung ein positives Ergebnis gezeigt haben (Tab. 3.10).

Diese 13 Seren blieben auch bei den Nachtestungen GBV-C-RNA negativ (Tab. 3.11).
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Tab. 3.10: Eingesetzte Primerpaare bei der zweiten Nachtestung

) Nachuntersuchung
Vorstudie .
zweite Nachtestung
Anzahl ) )
S‘'NCR1 | 5'NCR2 |NS51 | NS52 eingesetzte Primer
Seren
5 + + + + 5'NCR 1,5°NCR 2, NS5 1
1 + + + - 5'NCR 1,5'NCR 2, NS5 1
2 + + - - 5'NCR 1, 5‘NCR 2
2 + - - - 5'NCR 1
2 - + - - S‘NCR 2
1 — + + + 5‘'NCR 2, NS5 1

3.2.1.3 Endgiiltiges Ergebnis der Untersuchung auf GBVC-RNA
Von den 200 getesteten Seren waren 30 GBV-C-RNA positiv (davon 27 stark positiv),

vier fraglich positiv und 166 Seren negativ.

Tab. 3.11: Endgiiltige Bewertung der Ergebnisse aller Untersuchungen auf

GBV-C-RNA
Nachuntersuchung
Anzahl RNA- erste
Nachtestungen endgiiltiges Anzahl
Seren | Vorbefund | Unter- .
1. 2. Ergebnis Seren
suchung
25 + + n. d. n. d. positiv
30
5 - + + n. d. positiv
4 - + - - fraglich positiv 4
153 - - n. d. n. d. negativ
166
13 + - - - negativ
200 gesamt 200

n. d. = nicht durchgefiihrt
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3.2.2 Untersuchung auf GBV-C-E2-Antikorper (Anti-E2)

Da die Anzahl der zur Verfiigung gestellten Testkits begrenzt war, konnten nur 182 der
200 Patienten auf Antikorper untersucht werden. Bei der Auswahl der Patienten wurde
darauf geachtet, daBl alle GBV-C-RNA oder Anti-E2 positiven Seren der
Voruntersuchung von Klingelhéfer oder auch GBV-C-RNA positive Seren der
vorliegenden Studie auf E2- Antikorper untersucht wurden.

Folglich waren die 18 nicht auf Antikorper untersuchten Seren bei der
Voruntersuchung GBV-C-RNA und Anti-E2 negativ, sowie bei der vorliegenden
Studie GBV-C-RNA negativ.

Nach der Auswertung des ersten Testdurchlaufes wurde bei allen positiven Proben ein
Bestitigungstest durchgefiihrt. Bei grenzwertig negativen Proben (Proben, die bis
10 % unterhalb des Cut-off lagen) sowie bei negativen Proben, die bei der
Voruntersuchung von Klingelhofer positiv oder fraglich positiv waren, wurde der
Antikorpertest wiederholt.

3.2.2.1 Ergebnis der ersten Untersuchung auf Anti-E2

Die Untersuchung der 182 Seren wurde in zwei Testdurchlaufen durchgefiihrt. Danach
waren 133 GBV-C-Anti-E2 negativ und 49 positiv. Fiir 11 dieser Seren lagen die
Extinktionen in dem Bereich von * 10 % um den Cut-off (fiir vier Seren iiber dem Cut-
off und sieben Seren darunter). Die Auswertung der einzelnen Testdurchldufe
einschlieBlich Extinktionen der Kontrollen und des Cut-off sind in Tab. 3.12
dargestellt.

Alle Seren mit positiven Ergebnissen wurden einem Bestétigungstest unterzogen,
wihrend bei grenzwertig negativen Proben (bis zu 10 % unterhalb des Cut-off) der

Antikorpertest wiederholt wurde.
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Tab. 3.12: Auswertung der einzelnen Testdurchliufe bei der ersten Untersuchung
auf GBV-C-E2-Antikorper

Epos.kontr. Anzahl Proben
Eposkont. | Eneg kont: B i unter- | positiv/davon | negativ/ davon
neg-Kontr- | gycht grenzwertig grenzwertig
Bedingung | keine <025 | >0,50
1. Test 0,71 0,01 0,70 91 22/2 69/4
2. Test 0,58 0,01 0,57 91 27/2 64/3
182 49/4 133/7

E,os. kontr. = Extinktion der Positivkontrolle

E,co konir. = Extinktion der Negativkontrolle

3.2.2.2 Ergebnis des Bestitigungstests

Bei dem Bestitigungstest wurde kein GBV-C-E2-Antigen (E2-Antigen) zugegeben, so
daf} bei einem positiven Signal auch im Bestétigungstest das positive Signal des Tests
nicht auf Antikorper zuriickgefiihrt werden kann, sondern z.B. durch unspezifische
Bindungen an das Plastik der Mikrotiterplatte verursacht ist.

Lag der Quotient der Extinktionen bei Testung mit und ohne E2-Antigen iiber 2,0, galt
die Probe weiterhin als positiv, lag er zwischen 1,5 und 2,0, galt die Probe als Anti-

E2 fraglich positiv, lag er unter 1,5, galt die Probe als negativ.

Der Quotient war bei 46 der 49 positiven Proben aus der ersten Untersuchung und bei
den drei Proben, die erst in den Nachtestungen positiv geworden sind, iiber 2,0 und
bestétigte damit die positiven Ergebnisse. Bei drei Proben war der Quotient zwischen
1,5 und 2,0. Auch bei der normalen Testdurchfiihrung lagen die Extinktionswerte
dieser Proben bis max. 20 % {iiber dem Cut-off. Daher wurden diese drei Seren als
fraglich positiv bewertet (Tab. 3.13, S. 52).
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3.2.2.3 Ergebnis der Nachtestungen
Insgesamt wurden 18 Seren, die bei der ersten Untersuchung Anti-E2 negativ waren,

nachgetestet. Von diesen 18 Seren waren:

a) sieben Seren mit Extinktionen bis zu 10 % unterhalb des Cut-off
b) elf Seren, die bei der Vorstudie von Klingelhdfer Anti-E2 positiv oder fraglich

positiv waren

zu Punkt a:

Die Extinktionen der sieben Seren lagen in der ersten Untersuchung im Grenzbereich
bis 10 % unter dem Cut-off. In beiden Nachtestungen waren davon vier Seren wieder
negativ, diesmal keines im Grenzbereich, aber zwei davon mit Extinktionen zwischen
10 und 20 % unter dem Cut-off. Wir haben alle vier Seren als Anti-E2 negativ
bewertet.

Zwei der sieben grenzwertig negativen Seren sind in beiden Nachtestungen positiv und
auch endgiiltig als Anti-E2 positiv bewertet worden.

Ein Serum war in den Nachtestungen einmal positiv und einmal negativ. Der Quotient
der Extinktionen bei Testung mit und ohne E2-Antigen lag iiber 2,0. Dieses Serum
werteten wir Anti-E2 fraglich positiv (Tab. 3.13).

zu Punkt b:

Von den elf Seren, die bei der Vorstudie Anti-E2 positiv oder fraglich positiv und in
der Nachtestung Untersuchung Anti-E2 negativ waren, wurde ein Serum in beiden
Nachtestungen positiv. Der Quotient der Extinktionen bei Testung mit und ohne E2-
Antigen lag bei 3,29. Damit wurde es als Anti-E2 positiv gewertet. Die anderen zehn
nachuntersuchten Seren blieben alle Anti-E2 negativ (Tab. 3.13).

3.2.2.4 Endgiiltiges Ergebnis der Untersuchung auf Anti-E2

Die endgiiltige Bewertung aller Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen ist in
Tabelle 3.13 dargestellt. Der in der Tabelle angegebene Quotient errechnet sich aus
der Extinktion der Proben in der normalen Testdurchfiihrung (mit E2-Antigen)
dividiert durch die Extinktion im Bestédtigungstest (ohne E2-Antigen). Lagen fiir eine
Probe mehrere positive Ergebnisse aus der ersten Untersuchung oder den
Nachtestungen vor, wurden auch mehrere Quotienten pro Probe gebildet.

Eine Probe galt als positiv, wenn ihre Extinktion > Cut-off und gleichzeitig die
Quotienten > 2,0 waren. Sie galt als fraglich positiv, wenn ihre Extinktion > Cut-off

und gleichzeitig der Quotient zwischen 1,5 und 2,0 lag oder der Quotient zwar grofer
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2,0 war, aber die Probe bei den Untersuchungen zweimal negativ und einmal positiv
getestet wurde. Bei Werten kleiner als der Cut-off wurde die Probe als negativ
gewertet.

Von den 182 auf Anti-E2 getesteten Patienten waren 49 Anti-E2 positiv, 4 Anti-E2
fraglich positiv und 129 Anti-E2 negativ (Tab. 3.13).

Tab. 3.13: Endgiiltige Bewertung aller Ergebnisse der Untersuchungen auf Anti-E2

Vorstudie Nachuntersuchung
Anzahl erste
AK- Nachtestungen . Endgiiltiges | Anzahl
Seren Unter- Quotienten )
Befund 1. 2. Ergebnis Seren
suchung
16 + + n. d. n. d. >2,0 positiv
2 + ) + + >2,0 positiv
1 + - + + >2,0 positiv 49
1 (+) + n. d. n. d. >2,0 positiv
29 - + n. d. n. d. >2,0 positiv
fraglich
1 + + n. d. n.d. |>1,5und<2,0 .
positiv
fraglich
1 + ) + - >2,0 g. ) 4
positiv
fraglich
2 - + n. d. n.d. |>1,5und<2,0 .
positiv
7 + - - n. d. n. d. negativ
1 + (=) - nd. n. d. negativ
3 +) - - n. d. n. d. negativ 129
115 - - n. d. n. d. n. d. negativ
3 - ) - - n. d. negativ
182 gesamt 182

(+) fraglich positiv, () grenzwertig negativ (Kapitel 3.2.2.3, Punkt a), n. d. = nicht
durchgefiihrt
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3.3 Verlauf von GBV-C-Infektionen bei Dialysepatienten

3.3.1 Verlauf von GBV-C-Infektionen bei Dialysepatienten mit GBV-C-Virimie
ohne E2-Antikorper (Gruppe I)

Von den 61 Patienten der Vorstudie mit GBV-C-Virdmie bei gleichzeitigem Fehlen
von Antikorpern gegen das E2 Protein von GBV-C konnten 33 nachuntersucht werden.
Bei 25 Patienten (76 %) war weiterhin GBV-C-RNA nachweisbar. Einer dieser
25 Patienten war bei der Nachuntersuchung Anti-E2 fraglich positiv, wihrend bei
24 Patienten (73 %) keine Antikorper nachgewiesen wurden. Bei fiinf Patienten
(15 %) wurden Antikorper festgestellt, ohne dafl eine Virdmie nachgewiesen wurde.
Bei drei Patienten (9 %) wurden weder GBV-C-RNA noch Antikorper nachgewiesen
(Tab. 3.14).

Tab. 3.14: Ergebnisse der Nachuntersuchung bei den 33 Dialysepatienten mit
GBV-C-Virimie ohne GBV-C-E2-Antikorper aus der Vorstudie

Nachuntersuchung
Vorbefund
Anzahl Patienten mit
RNA+ RNA+ RNA- RNA-
Gruppe | RNA | AK | Anzahl
AK - AK + AK + AK -
I + - 33 24 1* 5 3

RNA = GBV-C-RNA, AK = GBV-C-E2-Antikirper, “ AK fraglich positiv

3.3.1.1 Héufigkeit des Verschwindens der GBV-C-Virimie

Insgesamt haben acht Patienten (24 %) ihre Virdmie in 2 Y2 Jahren verloren. Nimmt
man an, daf} alle Patienten ihre Virdmie gleichméfig verlieren, wiirden 9,7 % der
Infizierten ihre Virdmie pro Jahr verlieren. Damit hitten alle Patienten nach ca.
zehn Jahren ihre Virdmie verloren. Da wir aber den Infektionszeitpunkt nicht kennen,
konnen wir daraus den Zeitraum, in dem durchschnittlich eine Virdmie vorhanden ist,
auf mindestens fiinf Jahre nur schitzen.

Aus der Gruppe der Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarker in der Vorstudie wurde

bei vier Patienten ein positiver Anti-E2-Befund und bei einem weiteren Patienten ein
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fraglich positiver Anti-E2-Befund jeweils ohne Virdmie festgestellt (siehe auch S. 60).
Ausgehend davon, daB3 der Nachweis von E2-Antikorpern als zuriickliegende Infektion
gilt, haben diese fiinf Patienten sich in den 2 %2 Jahren neu mit GBV-C infiziert und
thre Virdmie schon wieder verloren. Damit ist auch eine relativ kurze Virdmiedauer

von unter zwei Jahren moglich.

3.3.1.2 Einflu8faktoren bei der Serokonversion

Um festzustellen, ob das Verschwinden der GBV-C-RNA und das Erscheinen der E2-
Antikorper von bestimmten Merkmalen (Alter, Geschlecht, Transfusionsstatus,
Dialysedauer, HCV-Infektionsstatus) abhédngt, wurden die 24 Patienten, die nicht
serokonvertiert sind, mit den neun Patienten, die serokonvertiert sind, beziiglich ihrer
Merkmale verglichen (Tab. 3.15-Tab. 3.17). Dabei lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erkennen. Somit war kein

prognostischer Marker fiir eine zeitlich begrenzte Infektion erkennbar.

Tab. 3.15: Geschlechts- und Altersverteilung der 24 Patienten mit noch bestehender

GBV-C-Virimie und der 9 Patienten mit Serokonversion oder nicht mehr nachweisbarer

Viramie
hlech j
Anzahl Geschlecht Geburtsjahr
. gesamt 1903-|1913-{1923-]1933-| 1943-| 1953-| 1963- | 1973-
Patienten m W
1912 | 1922 | 1932 | 1942 | 1952 | 1962 | 1972 | 1982
nicht
serokon- 24 14 10 0 2 5 5 6 3 3 0
vertiert
serokon-
. 9 4 5 0 1 1 4 0 1 1 1
vertiert

m = mdnnlich, w = weiblich
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Tab. 3.16: Dialysebeginn und Transfusionsstatus der 24 Patienten mit noch
bestehender GBV-C-Virimie und der 9 Patienten mit Serokonversion oder nicht

mehr nachweisbarer Virimie

Anzahl Dialysebeginn Transfusionsstatus
. gesamt vor 1985- | 1989- 1992- )
Patienten keine 1-10 >10
1985 1988 1991 1994

nicht
serokon- 24 4 7 6 7 3 9 12
vertiert
serokon-

. 9 4 3 0 2 0 3 6

vertiert

Tab. 3.17: HCV-Befunde [Lendeckel, 2000] der 24 Patienten mit noch
bestehender GBV-C-Viriamie und der 9 Patienten mit Serokonversion oder nicht

mehr nachweisbarer Virimie

Anzahl HCV-RNA Anti-HCV

) gesamt
Patienten +

nicht serokon-
24 9 15 12 12
vertiert

serokon-

vertiert
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3.3.2 Verlauf von GBV-C-Infektionen bei Dialysepatienten mit GBV-C-Virimie
und E2-Antikorpern (Gruppe II)

Finf der urspriinglich 12 Patienten aus der Vorstudie von Klingelhofer mit GBV-C-
Virdmie und E2-Antikorper konnten nachuntersucht werden. Dabei zeigte sich, da3 bei
allen fiinf Patienten die Virdmie verschwunden war, aber AntikOrper weiterhin

nachweisbar waren (Tab. 3.18).

Tab. 3.18: Ergebnis der Nachuntersuchung bei den fiinf Dialysepatienten mit
GBV-C-Virimie und GBV-C-E2-Antikorpern aus der Vorstudie

Nachuntersuchung
Vorbefund
Anzahl Patienten mit
RNA+ RNA+ RNA- RNA-
Gruppe | RNA | AK | Anzahl
AK - AK + AK + AK -
I + + 5 0 0 5 0

RNA = GBV-C-RNA, AK = GBV-C-E2-Antikorper

3.3.3 Verlauf von GBV-C-Infektionen bei Dialysepatienten mit GBV-C-E2-
Antikorpern ohne Virimie (Gruppe III)

Bei 99 der 390 Patienten wurden in der Vorstudie E2- Antikorper, aber keine GBV-C-
RNA nachgewiesen. Bei fiinf dieser Patienten war der Antikorpernachweis fraglich
positiv. Fiir die vorliegende Studie konnten Seren von 47 dieser Patienten beschafft
werden, darunter noch vier von Patienten mit fraglich positivem Antikérpernachweis

in der Vorstudie.

Von den 47 Patienten hatten 36 Patienten (77 %) weiterhin GBV-C-E2-Antikorper
ohne Virdamie; bei 11 Patienten (23 %) konnten keine Antikdrper mehr nachgewiesen

werden. Bei einem dieser Patienten wurde ein fraglich positiver GBV-C-RNA-Befund
erhoben (Tab. 3.19).



Ergebnisse 57

Tab. 3.19: Ergebnis der Nachuntersuchung bei den 47 Dialysepatienten mit
GBYV-C-E2-Antikorpern ohne GBV-C-Viridmie aus der Vorstudie

Nachuntersuchung
Vorbefund
Anzahl Patienten mit
RNA+ RNA+ RNA- RNA-
Gruppe | RNA | AK | Anzahl
AK - AK + AK + AK -
m - + 47 1? 0 36° 10°

RNA = GBV-C-RNA, AK = GBV-C-E2-Antikérper; “ RNA fraglich positiv bei
Nachuntersuchung; ° davon 3 Proben (AK) fraglich positiv bei Vorstudie; © davon
1 Probe (AK) fraglich positiv bei Vorstudie

3.3.3.1 Dauer der Nachweisbarkeit von Antikorpern gegen GBV-C-E2

Insgesamt 11 der 47 Patienten haben ihre Antikorper in 2 %2 Jahren verloren. Drei
dieser Patienten hatten allerdings in der Vorstudie nur einen fraglich positiven
GBV-C-Anti-E2-Befund. Falls es sich dabei um falsch positive Ergebnisse handelt,
haben immer noch acht von 44 Patienten ihre Antikorper verloren. Geht man davon
aus, daB alle Patienten ihre AntikOrper gleichméBig verlieren, 148t sich daraus eine
Verlustrate der Antikorper von 7,3 bis 9,4 % pro Jahr errechnen. Da wir nicht wissen,
wie lange die Antikorper schon vor unseren Untersuchungen vorhanden waren, konnen
wir den durchschnittlichen Zeitraum, in dem Antikérper vorhanden sind, auf

mindestens fiinf bis sieben Jahre nur schitzen.

3.3.3.2 EinfluBifaktoren auf die Dauer der E2-Antikorper-Nachweisbarkeit

Ob der Verlust der Antikorper mit bestimmten Merkmalen zusammenhéngt, soll der
Vergleich der 36 Patienten, die ihre Antikdrper behielten, mit den 11 Patienten, bei
denen keine Antikorper mehr nachgewiesen wurden, kldren (Tab. 3.20-Tab. 3.22).
Danach konnte kein Zusammenhang zwischen bestimmten Merkmalen und dem Verlust

von Antikorpern festgestellt werden.
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Tab. 3.20: Geschlechts- und Altersverteilung der 36 Patienten, bei denen weiterhin
GBV-C-E2-Antikorper nachweisbar waren und der 11 Patienten, die ihre Antikorper

verloren haben

Geschlecht Geburtsjahr
Anzahl
. gesamt 1903-]1913-|1923-|1933-| 1943-| 1953-| 1963- | 1973-
Patienten m W
1912 | 1922 | 1932 | 1942 | 1952 | 1962 | 1972 | 1982
AK
36 20 16 1 6 6 10 4 3 5 1
behalten
AK
11 4 7 0 1 3 2 1 2 2 0
verloren

m = mdnnlich, w = weiblich

Tab. 3.21: Dialysebeginn und Transfusionsstatus der 36 Patienten, bei denen
weiterhin GBV-C-E2-Antikorper nachweisbar waren und der 11 Patienten, die

ihre Antikorper verloren haben

Dialysebeginn Transfusionsstatus
Anzahl
. gesamt vor | 1985-| 1989-| 1992- ]
Patienten keine 1-10 >10
1985 | 1988 | 1991 | 1994
AK
36 14 6 6 10 7 12 17
behalten
AK
11 4 3 1 3 3 4 4
verloren
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Tab. 3.22: HCV-Befunde [Lendeckel, 2000] der 36 Patienten, bei denen weiterhin
GBV-C-E2-Antikorper nachweisbar waren und der 11 Patienten, die ihre

Antikorper verloren haben

Anzahl HCV-RNA Anti-HCV
. gesamt
Patienten + - + -
AK behalten 36 9 27 17 19
AK verloren 11 3 8 8 3

3.34 Verlauf von GBV-C-Infektionen bei Dialysepatienten ohne GBV-C-
Infektionsmarker (Gruppe IV)

Von den 218 Patienten der Vorstudie ohne GBV-C-Infektionsmarker konnten fiir die
vorliegende Studie 115 nachuntersucht werden. Dabei konnte bei sieben Patienten
GBV-C-RNA bei gleichzeitigem Fehlen von GBV-C-E2-Antikérpern nachgewiesen
werden (darunter drei GBV-C-RNA fraglich positiv); ein Patient mit positivem
GBV-C-RNA-Befund war transplantiert worden.

Eine GBV-C-Virdamie mit gleichzeitig positivem Anti-E2-Befund wurde bei einem
Patienten festgestellt; bei weiteren fiinf Patienten wurden GBV-C-E2- Antikdrper ohne
Virdmie (darunter ein Patient mit fraglich positivem Anti-E2-Befund) festgestellt.

Bei 84 Patienten wurden weiterhin keine Infektionsmarker fiir GBV-C gefunden.
18 Patienten konnten wegen Materialmangels nicht auf GBV-C-E2-Antikorper
untersucht werden, hatten aber einen negativen GBV-C-RNA-Befund (Tab. 3.23).
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Tab. 3.23: Ergebnis der Nachuntersuchung bei den 115 Dialysepatienten ohne
GBYV-C-Infektionsmarker aus der Vorstudie

Nachuntersuchung
Vorbefund
Anzahl Patienten mit
RNA+ RNA+ RNA- RNA-
Gruppe | RNA | AK | Anzahl
AK - AK + AK + AK -
v - - 115 7° 1 5° (18%) 84

RNA = GBV-C-RNA, AK = GBV-C-E2-Antikorper; “ davon 3 Proben (RNA) fraglich
positiv; * davon 1 Probe (AK) fraglich positiv; © bei Nachuntersuchung RNA negativ,
auf Antikorper nicht getestet

3.3.4.1 Inzidenz

Von den 115 Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarker aus der Vorstudie haben sich
mindestens neun, unter Beriicksichtigung der fraglichen Befunde sogar 14 Patienten,
innerhalb von 2 Y2 Jahren mit GBV-C neu infiziert. Von diesen 14 Patienten haben sich
sieben Patienten, darunter drei mit fraglichem Befund, neu mit GBV-C infiziert, ohne
daB Antikorper nachgewiesen werden konnten. Weiterhin wurde bei einem Patienten
eine GBV-C-Virdmie mit gleichzeitigem Vorhandensein von Antikdrpern festgestellt.
Bei fiinf neu infizierten Patienten konnten nur noch E2-Antikérper ohne Virdmie
nachgewiesen werden, darunter einer mit fraglich positivem Befund (Abbildung 3.1).
Moglicherweise wiirde sich diese Zahl noch erhohen, wenn sich bei den 18 nicht auf
Antikorper untersuchten Patienten noch positive GBV-C-Anti-E2-Befunde erheben
lassen wiirden.

Zusitzlich hat sich ein Patient, bei dem schon in der Vorstudie GBV-C-E2- Antikorper
nachgewiesen wurden, moglicherweise erneut mit GBV-C infiziert (GBV-C-RNA
fraglich positiv). Unter Beriicksichtigung von neun bis 14 Neuinfektionen in

2 15 Jahren 14Bt sich eine Inzidenz von mindestens 3 bis 5 % errechnen.
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14 (5)
Neuinfektionen
84 1 51
nur Virimie Viramie + AK nur AK

Abb. 3.1: Verteilung der Neuinfektionen

Die Abbildung zeigt, welche GBV-C-Infektionsmarker (einschlieflich der fraglich
positiven Befunde) bei den Patienten, die sich neu mit GBV-C infiziert haben,
nachgewiesen werden konnten. In Klammern ist die Anzahl der fraglichen Befunde

angegeben.

3.3.4.2 Einfluifaktoren bei Neuinfektionen

Wir verglichen die 84 Patienten, bei denen weiterhin keine GBV-C-Infektionsmarker
festgestellt wurden, mit den Patienten, die sich neu infiziert haben (zum einen die
14 Patienten mit zum Teil fraglich positiven Befunden und zum anderen die neun
Patienten ohne fragliche Befunde), beziiglich ihrer Merkmale, um festzustellen, ob es
einen Zusammenhang mit Neuinfektionen gibt (Tab. 3.24-Tab. 3.26). Dabei ergab sich

kein Hinweis auf einen Faktor, der Einfluf} auf eine Neuinfektion haben konnte.

Tab. 3.24: Geschlechts- und Altersverteilung der 84 Patienten, bei denen weiterhin keine
Infektionsmarker fiir GBV-C zu finden waren und der 14 Patienten, die sich neu mit
GBYV-C infiziert haben

Geschlecht Geburtsjahr
Anzahl
. gesamt 1903- | 1913-]1923-]| 1933-| 1943-| 1953-| 1963- | 1973-
Patienten m W
1912 | 1922 | 1932 | 1942 | 1952 | 1962 | 1972 | 1982
nicht
) } 84 45 39 2 8 19 17 14 11 11 2
infiziert
neu
) . 14 6 8 0 1 5 5 2 1 0 0
infiziert

m = mdnnlich, w = weiblich
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Tab. 3.25: Dialysebeginn und Transfusionsstatus der 84 Patienten, bei denen
weiterhin keine Infektionsmarker fiir GBV-C zu finden waren und der
14 Patienten, die sich neu mit GBV-C infiziert haben

Dialysebeginn® Transfusionsstatus
Anzahl
. gesamt vor 1985- | 1989- | 1992- )
Patienten keine | 1-10 >10
1985 1988 1991 1994
nicht a
) ) 84 19 11 22 31 30 30 24
infiziert
neu
. . 14 4 2 3 5 2 8 4
infiziert

“ bei einem Patient ist der Dialysebeginn nicht bekannt

Bei der Priifung, ob Neuinfektionen mit der Anzahl der Transfusionen
zusammenhingen, zeigte sich, dal von 32 Patienten, die keine Transfusionen erhielten,
sich zwei Patienten neu infiziert und 30 Patienten nicht infiziert haben. Von den
66 Patienten, die Transfusionen erhielten, haben sich zwolf Patienten neu infiziert und
54 Patienten nicht (Tab. 3.25). Die hier zu beobachtende Tendenz, daf3 Patienten, die
Transfusionen erhielten, sich hédufiger neu mit GBV-C infizierten als Patienten, die
keine Transfusionen erhielten, ist aber nicht signifikant (p = 0,0973, exakter Test nach
Fisher).

Tab. 3.26: HCV-Befunde [Dissertation Lendeckel, 2000] der 84 Patienten, bei
denen weiterhin keine Infektionsmarker fiir GBV-C zu finden waren und der
14 Patienten, die sich neu mit GBV-C infiziert haben

Anzahl HCV-RNA Anti-HCV
. gesamt
Patienten + _ + _
nicht infiziert 84 16 68 25 59

neu infiziert 14 3 11 6 8
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3.3.4.3 Neuinfektionen in den einzelnen Dialysezentren

Die Privalenz von GBV-C-Infektionsmarkern bei Dialysepatienten lag bei der
Vorstudie im Durchschnitt bei 43 %. Die Privalenz in den einzelnen Dialysezentren
variierte sehr stark (zwischen 0 und 100 %). Die Zahlen sind unter Umstinden nicht
reprasentativ fiir alle Dialysepatienten, weil die Seren nach bestimmten Kriterien und
nicht zufillig ausgewihlt wurden und aulerdem zum Teil die Anzahl der untersuchten
Seren pro Dialysezentrum zu gering war. In Tab. 3.27 werden neben der GBV-C
Privalenz bei der Vorstudie auch die GBV-C Neuinfektionen in den einzelnen

Dialysezentren dargestellt. In Klammern ist die Anzahl der Patienten angegeben, die

inzwischen transplantiert wurden. Insgesamt haben sich 14 Patienten in
11 Dialysezentren neu infiziert. In diesen Zentren lag die Privalenz zwischen 25 und
63 %.

Tab. 3.27: Privalenz von GBV-C aus der Vorstudie und Neuinfektionen in den

einzelnen Dialysezentren

Vorstudie Nachuntersuchung
GBYV-C Positive A1.1zahl Neuinfektionen
Dialysezentrum Ar-lzahl Patienten
Patienten im gesamt im
gesamt n |Zentrum| (davon n |Zentrum

%o transpl.) %0

1.Klinikumsdialyse Gieflen 4 4 100 3(0) 0 0
2. PHV-Dialysezentrum Gieflen 35 14 40 16 (0) 2 13
3. KfH-Dialysezentrum Fulda 30 13 43 19 (3) 0 0
4. Klinikumsdialyse Fulda 2 0 0 0(0) 0 0
5. Dialysezentrum Hannover 11 6 55 5(0) 0 0
6. PHV-Dialysezentrum Marburg 5 2 40 2(0) 0 0
7. KfH-Dialysezentrum Bad Orb 8 2 25 2 (0) 0 0
8. KfH-Dialysezentrum Kassel 23 9 39 9 (0) 0 0
10. Klinikumsdialyse Kassel 2 0 0 0(0) 0 0
11. Klinikumsdialyse Wiesbaden 6 3 50 1 (0) 0 0
12. Humboldt-KH Berlin 5 3 60 0(0) 0 0
13. St. Joseph-KH Berlin 3 1 33 0(0) 0 0
14. Klinikumsdialyse Leipzig 11 5 45 5(0) 1 20
15. Dialysezentrum Fiirth 16 5 31 10 (0) 1 10
16. KfH-Dialysezntrum Berlin 19 8 42 8 (0) 0 0
17. KfH-Dialysezentrum Berlin 47 17 36 27 (2) 3 11
18. Krankenanstalten Gilead Bielefeld 3 2 67 3(0) 0 0
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Vorstudie Nachuntersuchung
GBV-C Positive| Anzahl | Neuinfektionen
Dialysezentrum PaAtIilez:::l(lan im sziszl:rtlin im
gesamt n Zentrum (davon n |Zentrum
% transpl.) %
19. PHV-Dialysezentrum Singen 1 1 100 0(0) 0 0
20. Klinikumsdialyse Niirnberg 6 3 50 2(0) 0 0
21. PHV-Dialysezentrum Jever 9 4 44 3(0) 0 0
22. PHV-Dialysezentr. Gelsenkirchen 4 2 50 0 (0) 0 0
23. PHV-Dialysezentrum Wetzlar 9 3 33 4 (0) 0 0
24. PHV-Dialysezentrum Sindelfingen 2 0 0 2(0) 0 0
25. PHV-Dialysezentrum Bielefeld 15 5 33 9 (0) 1 11
26. KfH-Dialysezentrum Rostock 7 2 29 4 (0) 1 25
27. PHV-Dialysezentrum Paderborn 1 0 0 0 (0) 0 0
28. Dialysezentrum Flensburg 8 4 50 7(2) 1 14
29. PHV-Dialysezentrum Stuttgart 1 0 0 1 (0) 0 0
30. PHV-Dialysezentrum Herford 8 2 25 8 (0) 1 13
31. KfH-Dialysezentrum Leipzig 8 5 63 5(0) 1 20
32. PHV-Dialysezentrum Stuttgart 8 3 38 3(0) 0
33. PHV-Dialysezentrum Dresden 13 10 77 5(0) 0
34. PHV-Dialysezentrum Detmold 3 1 33 2 (0) 1 50
35. Nephrologe Dr. Kuhnert 11 7 64 5(1) 0
36. PHV-Dialysezentrum Betzdorf 2 2 100 2 (0) 0
37. PHV-Dialysezentr. Bad Harzburg 2 1 50 1(1) 0 0
38. PHV-Dialysezentrum Reutlingen 3 1 33 2(0) 1 50
39. PHV-Dialysezentrum Waiblingen 1 1 100 1 (0) 0 0
40. PHV-Dialysezentrum Biberach 1 1 100 0 (0) 0 0
41. PHV-Dialysezentrum Backnang 2 2 100 1 (0) 0 0
42. PHV-Dialysezentrum Salzgitter 2 1 50 1 (0) 0 0
43. PHV-Dialysezentr. Bad Homburg 7 1 14 3(0) 0 0
44. Dialysezentrum Erfurt 2 1 50 2 (0) 0 0
45. Dialysezentrum Borna 2 0 0 2(0) 0 0
46. PHV-Dialysezentrum Wernigerode 6 3 50 3(0) 0 0
47. KH Friedrichshain, Berlin 5 3 60 4 (0) 0 0
48. KfH-Dialysezentrum Erfurt 7 1 14 6 (1) 0 0
49. Kliniken Minden 1 1 100 0 (0) 0 0
50. PHV-Dialysezentrum Minden 1 0 0 1(1) 0 0
51. Dialysestation Charité, Berlin 2 2 100 1(1) 0 0
gesamt 390 167 43 200 (12) 14 7
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3.3.5 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse dieser Studie

Eine abschlieBende Ubersicht der Ergebnisse der Nachuntersuchung, bezogen auf die
Ergebnisse der Vorstudie gibt Tab. 3.28 und Abb. 3.2. Die Gruppeneinteilung erfolgte
nach der Befundkombination der Patienten fiir GBV-C aus der Vorstudie [Dissertation
Klingelhofer, 1998]. Nihere Erldauterungen siehe Kapitel 3.3.1 bis 3.3.4.

Tab. 3.28: GBV-C-Befunde der Nachuntersuchung bezogen auf die Vorbefunde

Nachuntersuchung
Vorbefund
Anzahl Patienten mit
RNA+ RNA+ RNA- RNA-
Gruppe | RNA | AK| Anzahl
AK - AK + AK + AK -
I - 33 24 1* 5 3
I 5 0 5 0
I — 47 1° 36 10°¢
v — — 115 7¢ 5 (18" 84
gesamt 200 32 2 51 (18) 97

" RNA fraglich positiv bei
Nachuntersuchung, © davon 3 Proben (AK) fraglich positiv bei Vorstudie, ¢ davon
3 Proben (RNA) fraglich positiv bei Nachuntersuchung, ¢ davon 1 Probe (AK)
fraglich positiv bei Nachuntersuchung, ' bei Nachuntersuchung RNA negativ, auf

“ AK fraglich positiv bei Nachuntersuchung,

Antikorper nicht getestet
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Vorbefund Befunde der Nachuntersuchung
Anzahl Patienten Anzahl Patienten
24 Virdmie
1 Virdmie + AK
33 GBV-C-Virdmie
5 AK
3 negativ
GBV-C-Viridmie
5 + E2-Antikorper > 5 AK
/ 1 Virdmie
47 E2-Antikorper » 36 AK
\ 10 negativ
7 Virdmie
% 1 Virimie + AK
115 negativ > 5 AK
\ 18 auf AK nicht getestet

84 negativ

Abb. 3.2: Ubersicht iiber die GBV-C-Infektionsverliufe

Die Abbildung zeigt den Infektionsverlauf der Patienten mit einer bestimmten
Befundkombination aus der Vorstudie. E2-Antikorper = GBV-C-E2-Antikorper,
Virdmie = GBV-C-RNA positiv oder fraglich positiv in der Nachuntersuchung,

AK = GBV-C-E2-Antikorper positiv oder fraglich positiv in der Nachuntersuchung.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchtes Kollektiv

Von 390 Dialysepatienten in der Studie von Klingelhodfer konnten nach 2%z Jahren
noch 200 Patienten nachuntersucht werden. Von den restlichen 190 Patienten waren
130 Patienten verstorben. Die hohe Sterberate von iiber 30 % in 2 %2 Jahren 148t sich
durch die Altersstruktur und die Multimorbiditét des Kollektivs erkldren. In bezug auf
Geschlecht, Transfusionshéufigkeit, Dialysedauer und Infektionsstatus (HCV und
GBV-C) ergab sich kein Hinweis auf eine Selektion. Insgesamt 148t sich sagen, daf3
das Kollektiv der Nachuntersuchung représentativ fiir die der Vorstudie ist und mit

200 Patienten sehr umfangreich ist.

Bisherige Studien konnten zeigen, dal der Nachweis von GBV-C-RNA als eine
bestehende Infektion zu werten ist. GBV-C-RNA und GBV-C-E2-Antikdrper kommen
selten gemeinsam vor. Daher stellt dieser Zustand eine Ubergangsphase dar. Das
Auftauchen von GBV-C-E2-Antikorpern ist meist mit dem Verlust der Virdmie
verbunden. Der Nachweis von GBV-C-E2-Antikorpern zeigt demnach ane friihere,
iiberstandene GBV-C-Infektion an [Hwang et al., 1999; Stark et al., 1999; Tanaka et
al., 1998; Thomas et al., 1998, Hassoba et al., 1997; Tacke et al., 1997; Pilot-Matias
et al.,, 1996]. Dementsprechend teilten wir unser Patientenkollektiv in Patienten mit
GBV-C-Virdmie ohne Antikorper, Patienten mit GBV-C-Virdamie und Antikorpern,
Patienten mit GBV-C-E2-Antikorpern, aber ohne Virdmie und Patienten ohne GBV-C-

Infektionsmarkern ein.

In der Vorstudie zeigten 85 der 200 Patienten GBV-C-Infektionsmarker und
115 Patienten keine. Von den 85 Patienten mit Infektionsmarkern hatten 33 Patienten
GBV-C-RNA ohne E2-Antikorper, fiinf Patienten eine GBV-C-Virdmie mit
gleichzeitigem Vorhandensein von E2-Antikdrpern, und 47 Patienten wiesen nach
tiberstandener GB V-C-Infektion nur noch E2- Antikorper auf.
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4.2 Nachuntersuchung bei Patienten mit GBYV-C-Viridmie ohne
E2-Antikorper

Acht der 33 Patienten mit einer GBV-C-Viramie, jedoch ohne GBV-C-E2-Antikorper in
der Vorstudie vor 2 2 Jahren haben ihre Virdmie verloren. Bei fiinf dieser acht Patienten
waren jetzt GBV-C-E2-Antikorper nachweisbar, wihrend bei drei Patienten keine
Antikorper nachweisbar waren. Dies zeigt, dal eine GBV-C-Virdmie verschwinden kann.
25 Patienten waren weiterhin virdmisch. Von diesen 25 Patienten konnte bei keinem
gleichzeitig E2- Antikorper sicher nachgewiesen werden, bei einem Patienten ergab sich
ein grenzwertiger Anti-E2 Befund.

Hier stieBen wir auf die Grenzen des Antikorpertests. Oft lieBen sich positive und
negative Proben nicht klar voneinander abgrenzen. Die Extinktionswerte dieser Proben
lagen im Bereich von = 10 % um den Cut-off und lieBen sich auch durch
Nachuntersuchungen nicht eindeutig als positiv oder negativ einordnen. Zum einen konnte
dies auf eine Schwiche des verwendeten Antikorpertests hinweisen, zum anderen ist es
jedoch nicht verwunderlich, wenn bei Patienten mit geringem Antikorpertiter
Extinktionswerte um den Cut-off liegen. Zu einem geringen Antikorpertiter kann es
kommen, wenn Patienten gerade erst Antikorper entwickeln oder schon wieder verlieren.
Der eine Patient mit GBV-C-Virdmie in der Vorstudie und fraglich positivem Anti-E2-
Befund in der Nachuntersuchung koénnte zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung gerade erst
begonnen haben, GBV-C-E2-Antikorper zu entwickeln, so dafl diese gerade an der

Nachweisgrenze lagen.

Die Uberpriifung der GBV-C-RNA-Vorbefunde der drei Patienten, die ihre Virimie
verloren haben und in der Nachuntersuchung Anti-E2 negativ waren, ergab, dal3 bei zwei
Patienten GBV-C-RNA sicher nachgewiesen wurde, da die positiven Ergebnisse mit
mindestens zwei verschiedenen Primerpaaren erzielt worden waren. Dagegen fiel bei
einem Patienten nur ein Test positiv aus. Moglicherweise konnte es sich hier um ein
falsch positives Ergebnis handeln. Damit haben aber noch mindestens zwei Patienten ihre
Virdmie verloren, ohne daf} in der Nachuntersuchung Antikorper nachzuweisen waren. Da
unsere weiteren Ergebnisse in Ubereinstimmung mit anderen Studien fiir einen
Infektionsverlauf sprechen, der von der Virdmie iiber Virdmie plus Antikdrper zum
Verlust der Virdmie und letztendlich zum Verschwinden der Antikorper fiihrt, halten wir
es fiir moglich, daB die zwei Patienten erst Antikorper entwickelten, anschlieend ihre
Virdmie verloren und letztendlich die Antikorper bis zu unserer Untersuchung auch schon

wieder verloren haben.
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4.2.1 Durchschnittliche Dauer der Virimie

Acht von 33 Patienten (24 %) haben ihre Virdmie in 2 ¥2 Jahren verloren. Nimmt man
an, daf} alle Patienten ihre GBV-C-Viramie gleichméfig verlieren, wiirden 9,7 % der
Infizierten ihre Virdmie pro Jahr verlieren. Daraus resultiert eine durchschnittliche
Virdmiedauer von fiinf Jahren nach Diagnosestellung. Da wir aber nicht den
Infektionszeitpunkt kennen, konnen wir die mittlere Virdmiedauer auf mindestens fiinf
Jahre nur schitzen.

Aus der Gruppe der Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarker in der Vorstudie wurde
bei vier Patienten ein positiver Anti-E2-Befund und bei einem weiteren Patienten ein
fraglich positiver Anti-E2-Befund jeweils ohne Virdmie festgestellt. Bei acht Patienten
war dagegen eine Virdamie nachweisbar. Ausgehend davon, dal der Nachweis von E2-
Antikorpern als zuriickliegende Infektion gilt, haben die fiinf Patienten mit positivem
Anti-E2-Befund sich in den 2 Y2 Jahren neu mit GBV-C infiziert und ihre Virdmie
schon wieder verloren. Eine relativ kurze Virdmiedauer unter zwei Jahren ist also

nicht selten.

In einer Studie mit 251 Kindern, die in den ersten vier Wochen ihres Lebens
Bluttransfusionen erhielten, waren im Durchschnitt 37 Monate nach letzter Transfusion
19 Kinder GBV-C-RNA positiv. Eine Nachuntersuchung konnte bei 14 Kindern 12 bis
17 Jahre nach der letzten Transfusion durchgefiihrt werden. Dabei wurde nicht nur
GBV-C-RNA nachgewiesen, sondern auch durch Sequenzierung einzelner
Genomabschnitte von GBV-C die Isolate miteinander verglichen. So wurde bei vier
Patienten eine persistierende Infektion festgestellt und ausgeschlossen, dal} diese sich
nur zwischenzeitlich neu infiziert haben. Alle vier Kinder waren gesund und ohne
klinische Anzeichen einer Lebererkrankung. Auch die Leberfunktionstests zeigten keine
Abweichungen. Die restlichen 10 Patienten haben ihre Virdmie verloren [Wolfle et al.,
1998]. In dieser Studie zeigten einzelne Patienten eine etwas, aber nicht wesentlich
langere Virdmiedauer als die von uns geschitzte Virdmiedauer. Ein Infektionszeitpunkt
kurz nach Geburt fiihrt erfahrungsgeméil oft zu Persistenz, wie z.B. die HBV-Infektion

zeigt.

Bei der Untersuchung von 120 Dialysepatienten aus einem franzosischen
Dialysezentrum waren von 17 Patienten mit GBV-C-Virdmie nach 18-78 Monaten
noch 16 virdmisch, wihrend nur einer die Virdmie verloren hatte [Desassis et al.,
1999].
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Bei einer Nachuntersuchung von 150 Thalassdmiepatienten zeigten zu Beginn der
Studie 22 Patienten eine GBV-C-Virdmie und 28 Patienten GBV-C-E2-Antikorper.
Auch hier verloren nur sechs von 22 Patienten ihre Virdmie in sechs Jahren, wovon
vier E2-Antikorper entwickelten [Prati et al., 1998]. Beide Studien zeigen in
Ubereinstimmung zu unserer Studie einen chronischen Verlauf von GBV-C-Infektionen
an, aber es verloren weniger Patienten pro Jahr ihre Virdmie (1,5 % und 4,5 %) als in
unserer Studie (9,7 %).

Ob eine Virdmie langer andauert oder ob rasch E2-Antikorper gebildet werden, die
den Verlust der Virdmie einleiten (sieche S.71), scheint von der Immunlage abhéngig zu
sein. Das zeigt das Verhiltnis von GBV-C-RNA-positiven zu Anti-E2-positiven

Patienten verschiedener, reprasentativer Gruppen (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Verhiltnis GBV-C-RNA zu E2-Antikorpern bei Personen verschiedener

Gruppen mit positivem GBV-C-Befund

positiver positiver
RNA:AK
GBV-C-RNA-Befund | Anti-E2-Befund
Blut: d Sauleda et al.,
utspender [Sauleda et a 1.9 % 16 % 1:8.4
1999a], [Tacke et al., 1997]
Dial i
1a ysepatlenten 142 % 15.0 % 1:1.1
[Dessasis et al., 1999]
Thalassimiepatient
a .assamlepa ienten 145 % 18.5 % 113
[Prati et al., 1998]
Ha hiliepatient
amo.p‘ ! ?epa renten 8,1 % 28,6 % 1:3,5
[De Filippi et al., 1997]
HCYV Positi
ostHve 28,4 % 43,1 % 1:1,5
[Sauleda et al., 1999b]
i.v.-D bhingi
1V-Drosenabiianslse 33,6 % 69,8 % 12,1
(Thomas et al., 1998]




Diskussion 71

Bei immun geschwichten Personen, zu denen auch die Dialysepatienten zéhlen, ist der
Antikorperanteil (Verhiltnis der RNA-positiven Patienten zu den AK-positiven
Patienten = 1:1,1) wesentlich geringer als z.B. bei Blutspendern mit 1:8,4. Zu
persistierenden GBV-C-Infektionen kommt es also vermehrt bei immun geschwichten
Personen. DaBl der Antikorperanteil bei Hamophiliepatienten hoher ist als bei
Dialysepatienten, konnte moglicherweise an einer Ubertragung von schiitzenden

Antikorpern gegen GBV-C mit den Plasmakonzentraten liegen.

4.3 Nachuntersuchung bei Patienten mit GBV-C-Virimie und
E2-Antikorpern

Alle fiinf Patienten aus der Vorstudie, die eine Virdamie und gleichzeitig Antikorper
hatten, haben ihre Virdmie verloren. Das Auftreten von GBV-C-E2-Antikorpern

scheint immer den Verlust der Virdmie einzuleiten.

Auch eine andere Follow-up Studie von GBV-C-Infektionen bei 180 homosexuellen
Minnern (mittlerer Untersuchungsabstand von sieben Jahren) konnte bestétigen, daf3
mit dem Auftauchen von E2-Antikdrpern immer der Verlust der GBV-C-Virdmie
assoziiert war [Stark et al., 1999].

In einer weiteren Studie iiber die Rolle von GBV-C-E2-Antikorpern bei Patienten mit
akuter Posttransfusionshepatitis haben von 10 Patienten mit positivem GBV-C-RNA-
Befund vor der Transfusion drei Patienten ihre Viramie 2, 10 und 28 Monate nach der
Transfusion verloren und GBV-C-E2-Antikorper entwickelt. Bei den anderen sieben
Patienten war weiterhin GBV-C-RNA nachweisbar, aber keine E2-Antikorper
[Hwang et al., 1999]. In dieser Studie wird von Patienten berichtet, bei denen erst
nach Verschwinden der Virdmie E2-Antikorper nachweisbar waren. Unsere
Ergebnisse sprechen dagegen fiir eine zeitliche Abfolge Virdmie, Virdmie plus
Antikorper, Verlust der Virdmie und Verschwinden der Antikdrper. Moglicherweise
ist in der Studie von Hwang und Mitarbeitern die Sensitivitdt des Antikorpertests zu
gering, so daf} erst verspétet Antikorper nachgewiesen wurden. Oder zum Zeitpunkt
des positiven Antikorpernachweises war die Sensitivitidt der PCR zu gering, so daf3
GBV-C-RNA zwar vorhanden war, aber nicht nachgewiesen werden konnte.

Bei einer Untersuchung von 116 i.v.-Drogenabhéngigen, die im Durchschnitt viermal
tiber 6 12 Jahre hinweg auf GBV-C-RNA und E2-Antikorper untersucht wurden, haben
acht Teilnehmer ihre Virdmie verloren und dabei E2-Antikorper entwickelt. Im

Vergleich dazu haben von 32 weiterhin virdmischen Teilnehmern nur drei
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E2-Antikorper entwickelt [Thomas et al., 1998]. Diese drei Teilnehmer kdnnten sich
in dem Ubergangsstadium befinden, in dem sie mit der Bildung von E2-Antikorpern
thre Virdmie verlieren.

In einer Studie bei Patienten mit transfusionsassoziierter Non-A-Non-B-Hepatitis
haben sieben von 12 Patienten mit GBV-C-Virdmie nach mehr als einem Jahr E2-
Antikorper entwickelt und ihre Virdmie verloren. Im Gegensatz dazu waren die
anderen fiinf Patienten weiterhin virdmisch und GBV-C-Anti-E2 negativ [Tanaka et
al., 1998].

Von 23 Patienten, die GBV-C-kontaminierte Blutprodukte empfangen hatten, waren
15 (65 %) Patienten danach GBV-C-RNA positiv, wihrend sieben Anti-E2 positive
Patienten nicht virdmisch waren. Ein Patient war GBV-C-RNA und Anti-E2 negativ.
Persistierende GBV-C-Infektionen wurden speziell bei Patienten mit extrem schlechten
Blutwerten oder bei Patienten, die einer immunsuppressiven Behandlung unterzogen
wurden, beobachtet [Heuft et al., 1998].

Aus einer Gruppe von 16 Patienten mit Posttransfusions-Hepatitis, die nach 16 Jahren
nachuntersucht werden konnten, haben diejenigen ihre Virdmie verloren, die E2-
Antikorper entwickelten. Die Patienten, die keine E2-AntikOrper aufwiesen, blieben
viramisch [Tacke et al., 1997].

Damit konnten wir parallel zu allen bisher veroffentlichten Studien bestétigen, daf3 mit
der Bildung von GBV-C-E2-Antikorpern normalerweise der Verlust der Virdmie

assoziiert ist.

Auch scheint der zeitliche Rahmen, in dem GBV-C-RNA und E2-Antikorper
gemeinsam vorkommen, relativ kurz zu sein. Alle fiinf Patienten mit GBV-C-Virdmie
und gleichzeitigem positivem E2-Antikorper-Befund aus der Vorstudie haben ihre
Virdmie innerhalb von 2 %2 Jahren verloren und nur noch E2-Antikdrper waren
nachweisbar. Nur bei einem Patienten, der vorher GBV-RNA positiv und Anti-E2
negativ war, und bei einem weiteren Patienten, der vorher keine GBV-C-
Infektionsmarker aufwies, waren gleichzeitig GBV-C-RNA und Antikorper
nachweisbar. Insgesamt konnten also in unserer Studie nur bei zwei von 200 Patienten
GBV-C-RNA und E2-Antikorper gleichzeitig nachgewiesen werden. GBV-C-RNA

und E2- Antikorper kommen also gemeinsam nur kurze Zeit vor.

Eine negative Korrelation von GBV-C-RNA und E2-Antikérpern wurde auch in
fritheren Studien festgestellt [Thomas et al., 1998, siehe auch S. 62; Hassoba et al.,
1997; Tacke et al., 1997; Pilot-Matias et al., 1996].
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4.4 Nachuntersuchung bei Patienten mit GBV-C-E2-Antikorpern,

aber ohne Viriamie

Bei insgesamt 47 Patienten wurden in der Vorstudie GBV-C-E2-Antikorper, aber
keine GBV-C-Virdmie festgestellt. Von diesen 47 Patienten hatten nur noch 36
weiterhin  GBV-C-E2-Antikorper, wihrend elf Patienten (23 %) ihre AntikOrper
verloren haben. Von diesen elf Patienten wies einer in der Nachuntersuchung einen
GBV-C-RNA fraglich positiven Befund auf.

GBV-C-RNA fraglich positive Befunde wurden insgesamt bei vier Proben erhoben.
Jedesmal war die erste Untersuchung positiv und zwei weitere negativ. Da die
Empfindlichkeit der Testdurchldufe in der ersten Untersuchung hoher als in den beiden
anderen war, halten wir es fiir moglich, daf3 alle Proben zwar nur wenig Virusmaterial
enthalten, aber schwach positiv sind. Wir bewerteten daher diese Proben als GBV-C-
RNA fraglich positiv (siehe auch S. 47).

Bei der Frage, ob GBV-C-E2-Antikorper vor einer Reinfektion schiitzen, stellten wir
fest, da3 von 47 Patienten mit E2-Antikdrpern in der Vorstudie sich nur ein Patient
moglicherweise erneut mit GBV-C (GBV-C-RNA fraglich positiv) infiziert hat. Bei
diesem einen Patienten wurden in der Nachuntersuchung keine E2-Antikdrper mehr
nachgewiesen. Der Anti-E2-Befund in der Vorstudie war nur schwach positiv.
Moglicherweise befand sich dieser eine Patient in dem Zustand, in dem er seine
Antikorper gerade verlor, so dal er zum Zeitpunkt seiner Reinfektion schon keine
Antikorper mehr hatte. Damit hétte sich dann kein Patient mit GBV-C-E2- Antikorpern
erneut mit GBV-C infiziert.

Im Gegensatz dazu haben sich von 115 Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarker in der
Vorstudie, also ohne Antikorperschutz, mindestens neun Patienten mit GBV-C infiziert
(siehe auch S. 75). Es ist es also wahrscheinlich, da3 GBV-C-E2-Antikorper vor einer

GBV-C-Reinfektion schiitzen oder zumindest ihre Prasenz Schutz anzeigt.

In Ubereinstimmung zu unserer Studie konnten Tillmann und Mitarbeiter [1998] bei
einer Untersuchung auf GBV-C-Infektionsmarker von 117 Patienten vor und nach einer
Lebertransplantation feststellen, dal bei 38 Patienten, die vor der Transplantation
GBV-C-E2-Antikorper hatten, nach der Transplantation keiner GBV-C-RNA positiv
wurde. Im Vergleich dazu waren 30 von 65 Patienten (46,2 %), die vorher keine
GBV-C-Infektionsmarker hatten, nach der Transplantation GBV-C-RNA positiv.

Daraus leiteten sie ab, dal E2- Antikdrper vor GBV-C-Reinfektionen schiitzen konnten.
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Auch hier zeigt zumindest die Pridsenz von E2-Antikorpern einen Schutz vor

Reinfektionen und zwar auch bei Immunsupprimierten an.

Auch in der Studie von Thomas und Mitarbeitern [1998] (siehe auch S. 71) wurde kein
Teilnehmer, der nach E2-Antikorperbildung seine Virdmie verloren hatte, erneut
GBV-C-RNA positiv. Daraus leiteten sie ab, da3 GBV-C-E2-Antikorper nicht nur mit

dem Verlust der Virdmie, sondern auch mit einem Schutz vor Reinfektion assoziiert ist.

Im Gegensatz dazu waren in einer anderen Studie iiber GBV-C-Infektionsmarker bei
34 Kindern vor und nach einer Lebertransplantation von neun Kindern, die vor der
Transplantation Anti-E2 positiv waren, drei Kinder nach der Transplantation GBV-C-
RNA positiv. Hier konnte ein kompletter Schutz vor GBV-C-Reinfektionen durch
E2- Antikorper nicht bestitigt werden [Elkayam et al., 1999]. Moglicherweise ist der
Schutz vor GBV-C-Reinfektionen durch E2-Antikorper abhédngig vom Geno- oder
Serotyp von GBV-C. Dies konnten weitere Untersuchungen mit Bestimmung der
Geno-/Serotypen von GBV-C bei Reinfektionen trotz Vorhandensein von
E2-Antikorpern abkldren. AuBerdem konnte der Schutz vor Reinfektionen durch eine

Immunsuppression bei Transplantationen doch beeintréchtigt sein.

Elf von 47 Patienten haben ihre Antikorper verloren. Wenn alle Patienten ihre
Antikorper gleichmiéBig verlieren wiirden, wiirden 9,4 % der Antikorpertriger ihre
Antikorper pro Jahr verlieren. Da wir nicht wissen, wie lange die Antikorper schon
vorhanden waren, konnen wir die durchschnittliche Dauer der Nachweisbarkeit von

E2- Antikdrpern auf mindestens fiinf Jahre nur schitzen.

Stark und Mitarbeiter stellten in ihrer Studie bei homosexuellen Ménnern (siehe auch
S. 71) einen geringeren Verlust von Antikérpern mit einer Rate von nur 1,5 % pro Jahr
fest [Stark et al., 1999].

In der Studie von Prati und Mitarbeitern [1998] mit Thalassdmiepatienten (siehe auch
S. 70) haben 12 von 28 Patienten innerhalb von sechs Jahren ihre E2-Antikorper
verloren. Die hier festgestellte Rate von 7,1 %, mit der Anti-E2 positive Patienten ihre
Antikorper pro Jahr verlieren, ist der in unserer Studie festgestellten Rate von 9,4 %
dhnlich.

Moglicherweise verlieren immun geschwichte Personen, zu denen in der Regel
sowohl Dialysepatienten als auch Thalassdmiepatienten zédhlen, schneller ihre
Antikorper als andere, wie z.B. homosexuelle Minner in der Studie von Stark und
Mitarbeitern [1999].
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Weiterhin konnten bisher auch noch nach 14 Jahren E2-AntikOrper nachgewiesen
werden [Tacke et al., 1997]
Die Antikorper persistieren also in der Regel nicht lebenslang, aber ob im einzelnen

nicht doch eine lebenslange Immunitét besteht, kann nicht ausgeschlossen werden.

4.5 Typischer Verlauf der GBV-C-Infektion

In unserer Studie konnten wir bestitigen, dafl eine GBV-C-Virdmie verschwinden
kann. Wir schitzen die durchschnittliche Virdmiedauer auf iiber fiinf Jahre, jedoch
konnen sowohl kiirzere als auch wesentlich ldngere Infektionen vorkommen. Meist ist
die Virdmiedauer allerdings begrenzt. Mit der GBV-C-E2-Antikorperbildung kommt
es normalerweise zum Verlust der Virdmie. GBV-C-RNA und E2- Antikorper kommen
nur kurz gemeinsam vor, so da dieser Zustand nur eine Ubergangsphase darstellt.
Auch wir kamen zu dem Schlu}, da3 der Nachweis von GBV-C-E2-Antikorpern als
Merkmal einer liberstandenen GBV-C-Infektion zu werten ist.

Weiterhin halten wir es fiir moglich, da GBV-C-E2-Antikorper einen Schutz vor
Reinfektionen bieten. Jedoch persistieren die E2-Antikorper wahrscheinlich nicht
lebenslang. Wir schitzen die mittlere Nachweisbarkeit der Antikorper auf tiber fiinf
Jahre.

4.6 Neuinfektionen

Insgesamt haben sich mindestens neun Patienten neu mit GBV-C infiziert. Davon haben
vier Patienten eine bestehende GBV-C-Infektion mit Virdmie, ein Patient befindet sich
in der Ubergangsphase der Virimie mit gleichzeitigem Vorhandensein von E2-
Antikorpern und vier Patienten wiesen als iiberstandene Infektion nur noch Antikrper
auf.

Weiterhin haben wir bei einem Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarker einen fraglich
positiven GBV-C-Anti-E2-Befund festgestellt (siehe auch S. 69).

Zusitzlich erhoben wir bei einem Patienten, der vorher GBV-C-E2-Antikorper hatte,
und bei drei weiteren Patienten ohne GBV-C-Infektionsmarkern fraglich positive
GBV-C-RNA-Befunde (siehe auch S. 73).

Insgesamt haben sich also mindestens neun (14 bei Berlicksichtigung der fraglich

positiven Befunde) Patienten in 2 %2 Jahren mit GBV-C neu infiziert. Darunter haben
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vier (acht bei Beriicksichtigung der fraglich positiven Befunde) Patienten eine Virdmie
ohne Antikorper, ein Patient eine Virdmie mit Antikorper und vier (fiinf bei
Berticksichtigung der fraglich positiven Befunde) Patienten nur noch Antikdrper ohne
Virdmie. Daraus resultiert eine Inzidenz von mindestens 3% (5 % bei
Bertiicksichtigung der fraglich positiven Befunde).

In der Studie von Prati und Mitarbeitern [1998] (siehe auch S. 70) haben sich von
100 Thalassédmiepatienten ohne GBV-C-Infektionsmarker innerhalb von sechs Jahren
10 Patienten neu mit GBV-C infiziert: darunter zwei GBV-C-RNA positiv, einer
GBV-C-RNA und Anti-E2 positiv und sieben nur Anti-E2 positiv. In dieser Studie
ergab sich im Vergleich zu unserer Studie eine geringere Inzidenz von nur 1,7 %. Hier
ist der ldngere Untersuchungsabstand von sechs Jahren zu beriicksichtigen.
Moglicherweise haben sich in dieser Zeit Patienten neu mit GBV-C infiziert, aber ihre
Virdmie sowie die Antikdrper schon wieder verloren.

Bei der Untersuchung von schottischen Blutspendern ergab sich eine Inzidenz von 1,7-
2 % [Blair et al., 1998]. Hier ist die geringere Inzidenz wahrscheinlich dadurch zu
erkldren, dal Blutspender prinzipiell ein geringeres Risiko fiir parenteral iibertragbare

Viren haben.

4.6.1 Ubertragungswege

Mit der in unserer Studie festgestellten, sehr hohen Inzidenz von 3 bis 5 % stellt sich
die Frage nach dem Ubertragungsweg.

Bei einem neu infizierten Patienten, der in der Zwischenzeit transplantiert worden ist,
ist der parenterale Ubertragungsweg durch die Transplantation moglich. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dal Organtransplantationen das Infektionsrisiko fiir
parenteral {ibertragbare Viren erhohen. Bei einer Untersuchung im Rahmen von
Lebertransplantationen stieg die Anzahl der GBV-C-RNA-positiven Patienten von
16 % vor Transplantation auf 38 % nach der Transplantation [Belli et al., 1996], bzw.
von 9 % auf 20 % [Berg et al., 1996]. Fried und Mitarbeiter [1997] konnten in ihrer
Studie zeigen, daBl sich 7,4 % im Rahmen einer Transplantation neu mit GBV-C
infiziert haben. In einer weiteren Studie haben sich sieben von 82 Patienten nach einer
Nierentransplantation neu mit GBV-C-RNA infiziert [Isaacson et al., 1999].

Vor Einfiihrung von synthetischem Erythropoeitin war eine hohe Inzidenz bei
Dialysepatienten durch eine parenterale Ubertragung aufgrund der Notwendigkeit von

Transfusionen bei Dialysepatienten zu erklédren.
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Prinzipiell deutet eine Inzidenz von GBV-C mit 1,7-2 % [Blair et al., 1998], bzw. eine
Priivalenz mit 1-5 % bei Blutspendern auf noch weitere Ubertragungswege als nur den
parenteralen hin.

Jedoch 14Bt die in dieser Studie festgestellte hohere Inzidenz bei Dialysepatienten,
aber auch die deutlich hohere Privalenz mit 49,3 % bei nicht transfundierten
Dialysepatienten [Dissertation Klingelhofer, 1998] vermuten, da3 es noch immer zu
Infektionen mit GBV-C im Dialysezentrum kommt. Moglicher Ubertragungsweg wiire
die nosokomiale Infektion aufgrund mangelnder Hygiene entweder wihrend der

Dialysebehandlung oder bei anderen medizinischen Mafnahmen.

Da inzwischen die Inzidenz von HCV bei Dialysepatienten in Deutschland mit max.
0,8 % seit 1992 stark zuriickgegangen ist [Lendeckel, 2000], stellt sich die Frage,
warum die Inzidenz von GBV-C immer noch so hoch ist. Mdglicherweise fiihrt der
positive HCV-Befund, der dem Personal des Dialysezentrums bekannt ist, zu einem
vorsichtigeren Umgang mit den betreffenden Patienten. Dies wiirde andererseits
bedeuten, dafl der normale Umgang mit Patienten, von denen keine Infektionen bekannt
sind, nicht vorsichtig genug ist, so daB es immer noch zu Ubertragung von Viren, wie
GBV-C, kommen kann.

Eine weitere Studie beschiftigte sich mit der Frage, ob medizinisches Personal bei der
Betreuung von Dialysepatienten oder Nierentransplantierten ein erhohtes Risiko einer
GBV-C-Infektion hat. Dazu wurde die Pridvalenz von GBV-C (RNA und E2-
Antikorper) von 49 Personen des medizinischen Personals mit der von
85 Dialysepatienten und der von 86 Nierentransplantierten verglichen. Als
Kontrollgruppe dienten 64 Blutspender. Im medizinischen Personal zeigte sich mit
24 % eine hohe Privalenz von GBV-C, die der Pridvalenz von Dialysepatienten mit
25 % und der von Nierentransplantierten mit 36 %, aber nicht zur Kontrollgruppe mit
9 % #dhnlich ist. Im Gegensatz dazu war die Priavalenz von HCV, als Marker einer
parenteralen Infektion, im medizinischen Personal mit 2 % und bei der Kontrollgruppe
mit 0 % gering, aber bei Dialysepatienten mit 13 % und bei Nierentransplantierten mit
13 % hoch. Also konnte hier ein berufliches Risiko einer GBV-C-Infektion bei
medizinischem Personal von Dialysepatienten und Nierentransplantierten dokumentiert
werden, mit der Vermutung, daB es weitere Ubertragungswege als nur den
parenteralen gibt [Girtner et al., 1999]. In Ubereinstimmung zu unserer Studie wird
hier eine Ubertragung von GBV-C in Dialysezentren vermutet. Auch hier zeigte sich,
daB die Gefahr einer Ubertragung von HCV im Gegensatz zu GBV-C zuriickgegangen

ist. Jedoch vermuten wir den Grund dafiir in der Tatsache, dal} es durch den bekannten
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positiven HCV-Befund zu einem vorsichtigeren Umgang mit den betreffenden Patienten

kommt und damit die Gefahr der Ubertragung verringert wird.

Ob die Ubertragung tatsichlich im Dialysezentrum erfolgt, konnte durch eine
Sequenzierung von GBV-C bei allen Virustrdgern innerhalb eines Zentrums abgeklirt
werden.

Dazu existiert eine Untersuchung aus Belgien, in der ein Nukleotidfragment von
GBV-C in 12 Dialysepatienten mit positivem GBV-C-RNA-Befund aus zwei
belgischen Dialysezentren amplifiziert und sequenziert wurde. Das Fragment mit
592 Nukleotiden erstreckt sich von der 5‘NCR Region bis zu einem Teil des E1 Gens.
Zwei GBV-C-Isolate in zwei Dialysepatienten waren sich so dhnlich, daB3 eine
nosokomiale Ubertragung anzunehmen ist. Bei den anderen zehn Isolaten war es
unwahrscheinlich, daf} sie von einer gemeinsamen Quelle stammten. In dieser Studie
konnte zwar eine Ubertragung in belgischen Dialysezentren beobachtet werden, aber
fir die Mehrzahl der Infektionen konnte eine Ubertragung im Dialysezentrum nicht
verantwortlich gemacht werden [Liu et al., 1998].

Trotz dieses Ergebnisses sind wir aufgrund der hoheren Inzidenz bei Dialysepatienten
und der deutlich héheren Privalenz bei nicht transfundierten Dialysepatienten und bei
medizinischem Personal von Dialysepatienten, bzw. Nierentransplantierten der
Meinung, daB es wahrscheinlich zu einer Ubertragung wihrend der Dialyse kommt.
Moglicherweise variiert der Hygienestatus in den einzelnen Dialysezentren sehr stark,

so daB es in einigen Zentren zu Ubertragungen kommt und in anderen nicht.

Da GBV-C wahrscheinlich nicht pathogen ist, sind bisher noch keine groen Probleme
aufgetreten. Wiirden pathogene Viren mit shnlich leichter Ubertragbarkeit wie GBV-C

auftreten, miiBte mit groBeren Schwierigkeiten gerechnet werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde der Infektionsverlauf sowie die Neuinfektionsrate von
GB-Virus Typ C (GBV-C) untersucht. GBV-C 1ist ein parenteral iibertragbares,
wahrscheinlich nicht pathogenes Virus, das der Familie Flaviviridae zugeordnet wird.
Der Nachweis von GBV-C-RNA zeigt eine bestehende, der Nachweis von
E2-Antikorpern eine frithere Infektion an. Fiir unsere Nachuntersuchung testeten wir
200 Dialysepatienten =~ mit  bekanntem  GBV-C-Infektionsstatus  in  einem
Untersuchungsabstand von 2 %2 Jahren erneut auf GBV-C-RNA mittels RT-PCR und auf
GBV-C-E2-Antikorper mittels ELISA. Von den 200 Patienten hatten 85 in der Vorstudie
eine  GBV-C-Infektion, davon 38 eine bestehende (darunter fiinf mit gleichzeitig
vorhandenen E2-Antikorpern) und 47 eine frithere GBV-C-Infektion, und 115 keine
GBV-C-Infektion.

Acht der 33 Patienten mit ehemals GBV-C-Virdmie ohne E2-Antikorper und alle fiinf
Patienten mit GBV-C-Virdmie mit E2-Antikorpern haben ihre Virdmie verloren. Wir
schitzen die durchschnittliche Virdamiedauer auf iiber fiinf Jahre. Eine GBV-C-Infektion
verlduft demnach chronisch, kommt es aber zur E2-Antikorperbildung, verschwindet
normalerweise die Virdmie. Insgesamt wurde nur bei zwei von 200 Patienten im
Follow-up GBV-C-RNA und E2-Antikorper gleichzeitig nachgewiesen. Eine GBV-C-
Virdmie und E2-Antikérper kommen also nicht lingere Zeit gemeinsam vor.

Kein Patient, der E2-Antikdrper zumindest auch in der Nachuntersuchung aufwies, hat
sich erneut mit GBV-C infiziert. Das Vorhandensein von E2-Antikorpern, scheint einen
Schutz vor Reinfektionen zu bieten.

Elf von 47 Patienten haben ihre Antikorper verloren. GBV-C-E2-Antikorper persistieren
demnach normalerweise nicht lebenslang. Wir schitzen die Dauer der Nachweisbarkeit
von E2-Antikorpern auf tiber fiinf Jahre.

Insgesamt haben sich mindestens neun Patienten neu mit GBV-C infiziert. Davon hatten
fiinf Patienten eine bestechende GBV-C-Infektion, darunter einer mit gleichzeitigem
Vorhandensein von E2-Antikorpern. Vier Patienten haben ihre Virdmie schon wieder
iiberwunden und wiesen nur noch E2-Antikorper auf. Die daraus resultierende Inzidenz
von 3 % ist sehr hoch. Auf der Suche nach dem Ubertragungsweg von GBV-C sollte eine
nosokomiale Infektion wéhrend der Dialysebehandlung, z.B. durch mangelnde Hygiene
diskutiert werden. Wiirden pathogene Viren mit #hnlich leichter Ubertragbarkeit wie
GBV-C Einzug halten, wiren erhebliche Probleme zu erwarten.

Schliellich konnten wir keinen Faktor unter den Merkmalen wie Alter, Geschlecht,
Transfusionsstatus, Dialysedauer und HCV-Infektionsstatus ermitteln, der einen Einfluf3
auf die Verdanderungen im GBV-C-Infektionsstatus hatte.



80 Summary

6 Summary

In this study the course of infection and the de novo infection rate of GB virus C
(GBV-C) was investigated. GBV-C is a parenterally transmitted, probably not
pathogenic virus that belongs to the Flaviviridae family. The presence of GBV-C-RNA
indicates a current ongoing infection, the presence of GBV-C-E2 antibodies past
infection. Two-hundred hemodialysis patients with a known status of GBV-C infection
were followed-up after a median period of 2 %2 years. GBV-C-RNA was tested by
RT-PCR and E2 antibodies by ELISA. In the original study, 85 of 200 patients had
markers of GBV-C infection. 38 of which had RNA (five together with E2 antibodies),
47 had only GBV-C-E2 antibodies, and 115 had no sign of GBV-C infection.

In eight of 33 patients with only GBV-C-RNA and all five patients with GBV-C-RNA
and E2 antibodies viremia disappeared during follow-up. We estimate, that the average
period of viremia was longer than five years. Therefore, GBV-C infection takes a
chronic course, but when patients develop E2-antibodies, infection is overcome.

During follow-up, only two patients had GBV-C-RNA and E2 antibodies
simultaneously. RNA and antibodies do not exist simultaneously for extended periods.
None of the patients, that had E2 antibodies at least in the follow-up, acquired GBV-C-
RNA again. The presence of E2 antibodies may indicate a protection against reinfection.
Out of 47 patients, eleven lost their E2 antibodies. Therefore, GBV-C-E2 antibodies do
not persist normally for life. We estimate, that E2 antibodies are demonstrable for more
than five years.

At least nine patients without markers acquired GBV-C-RNA. Of those de novo
infections five patients had a current (one simultaneously had E2 antibodies) and four
patients had past GBV-C infection and only E2 antibodies were detected. The resulting
incidence of 3 % is quite high. We assume, there is a patient to patient transmission of
GBV-C in the hemodialysis centers, possible resulting from insufficient hygiene. We
expect much greater problems if pathological viruses occur with the same transmission
characteristics as GBV-C.

Finally, we did not find an indicator such as age, sex, status of transfusion, period of
dialysis and status of HCV infection, which had an influence on the variation of the
GBV-C infection status.
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