Innere Abteilung
des Krankenhauses Barmherzige Briider Miinchen
Akademisches Lehrkrankenhaus der Technischen Universitit Miinchen
(Chefarzt: apl. Prof. Dr. J. G. Wechsler)

Therapie der chronischen Hepatitis C mit Interferon o 2a und Amantadin

Tobias Matzner

Vollstandiger Ausdruck der von der Fakultit fiir Medizin der Technischen Universitit Miinchen

zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.- Prof. Dr. D. Neumaier
Priifer der Dissertation:
1. apl. Prof. Dr. J. G. Wechsler
2. Univ.- Prof. Dr. R. M. Schmid

Die Dissertation wurde am 14.04.2004 bei der Technischen Universitidt Miinchen eingereicht

und durch die Fakultit fiir Medizin am 17.11.2004 angenommen.



I

Inhaltsverzeichnis
1. EINLEITUNG 1
1.1 DIE HEPATITIS-C-ERKRANKUNG ......uteiutteitteetienttestieeteesteesuteentaesaeesaseesaseenseesseesaseesseesnseesnseesssesnses 1
1.2 VIROLOGIE UND MOLEKULARBIOLOGISCHE ASPEKTE..........cocoiuiuiiiiiiiiintiiinireeieeencnescne e 1
1.3 INFEKTIONSMODUS UND EPIDEMIOLOGIE ........cocciitiiiiiiiniiiniiricetcieceic st 4
1.4 DIAGNOSTIK DER HCV-INFEKTION ......ocoiiiiiiiiiiiiiiiieiitietcetcte ettt 6
1.5 HISTOPATHOLOGIE DER HEPATITIS € .....outtiiiiiieiiiiieeeeceeiiee e e e eetvvteeeeeesabaeaeaeseaevsnaeaeseennnsssesesssnnnnns 6
1.6 KLINISCHER VERLAUF ......ceiititiiitittaittt ettt e ettt eettee sttt e et teesastte e e bt eesaaeteesaatteesabeaeeeabeeeeanbeeesanbeee s 7
1.7 THERAPIE DER CHRONISCHEN HEPATITIS C ......ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiii s 8
1.8 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT UND DISKUSSION .......coiiiiiiiiiiiiiiiiieieie et 10
2. PATIENTEN UND METHODEN 12
2.1 PATIENTEN L..oiiiiiiiitieeieiiie et ee e eeetie et e ee sttt eeeeeetasaeaeeeeeeassseeeaeesasssssaseeaesasssseaeseaansssssaesesesnsssaseseennes 12
2,11 EINSCRIUSSKIIIETION ...ttt ettt ettt et et et e e s neenae 13
2.1.2 AUSSCRIUSSKITIETION ...ttt ettt ettt ettt ettt s sa e 13
2.1.3  Alters- und Geschlechtsverteilung der PAtienten ................ccooeceeevoeinceeeneiesieneeenieeieesieesiee s 14
2.1.4  Beurteilung und Einteilung des Patientenkollektivs: .............ccccouvvueioeisveinsiienieieniiesiesieesie s 15
2.2 LA 1215 (0] 5] 21 OO OO 15
2.2.1 Organisation des TherapieOptimierungSVErSUCHS ..........cccoeeeeeeierieeieiesiiesiieeteesieeeieesieesaae s 15
2.2.2  Standardisiertes Therapieprotokoll der StUdie..................cccoeveivvoiiiieiiiiiiiiiiiieseeie e 16
2.2.2.1 Diagnostik vor Beginn der Therapie ..........cocccvreerineriirniciineetneeieneeseiees e ererese e eseenene 16
2222 Stationdre Einleitung der THerapie..........ccccieiiiiiiiiiiiiiiieeceee st 17
2223 Ambulante oder kurzstationidre Wiedervorstellung nach dreimonatiger Therapie.........c.ccccccvvveenennne 18
2224 Ambulante oder kurzstationidre Wiedervorstellung nach sechsmonatiger Therapie .........c.cccoeeenennene 18
2225 Ambulante oder kurzstationdre Wiedervorstellung nach neunmonatiger Therapie..........ccccccccveuruenne 18
2226 Stationdre Einbestellung zur Abschlussuntersuchung nach zwolfmonatiger Therapie ....................... 19
2.2.2.7 Ambulante oder kurzstationidre Wiedervorstellung sechs Monate nach Beendigung der Therapie.... 19
2.2.3  Beschreibung der verwendeten MediKQIMENTE ...............cccoocuecuieouiieeneeieieeiineenieeeeseesie st 19
2231 Interferon o 2a (Roferon-A FertigloSung).........cccceueeueieuiieiiiereieieieieieieieieieieieseeeiee e sesssesssessaenens 19
2232 AmAantadin (INFEX) ....eueoueieririeieieiiieeet ettt ettt st ae et e st e st et es e sasseseesesseseesaseneesensas 20
2.2.4  Biochemische LaDOrURIErSUCRUNGEN . ............c.oeecueeeueeecrieeieeerieeieeseseeseseesseessessssaesseesseesssassseens 21

2241 Messung der Enzymaktivititen der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-

Transaminase, Gamma-Glutamyl-Transferase und der alkalischen Phosphatase.............cccccccoeiinnnne 21

2242 Messung der Konzentration des Bilirubins, Kreatinins und des thyroideastimulierenden Hormons .21
2.2.5  Virologische UnterSUCHUNGETL .........coc.ovueevueriisiiisie ettt ettt sttt ettt ettt 21
2.2.6  Histopathologische UNterSUCHUNGEN..............ccccuivueerueieiiiiiieeieiesieeseee st eeate st e seeeeseesebeesaaeeaees 22
2.2.7  Definition von initialer, dauerhafter, partieller Response und Non-Response........................... 24
2.2.8  StALISTISCRE AUSWEFTUNG ...ttt ettt ettt ettt e et e st e e sateebaesabeessaeeanes 24

3. ERGEBNISSE 26




3.1 PATIENTEN ..ottt s s s s en s en e 26
32 ERGEBNISANALYSE .....ooiiiuiiiiiiiiii ittt st ens 26
3.2.1 Korpergewicht, Korpergrofie und Korpermassenindex im Patientenkollektiv........................... 27
3.2.2  Potentieller INFERIIONSIOAUS ............c.coceevueeeeiuieiiitesiet ettt ettt ettt ettt et see e saee st eeee 27
3.2.3  Histologischer Status zu Beginn der Therapie im Patientenkollektiv...............ccoccvvveevcueennnnne. 28
3.2.4  Klinisch-chemische Laborparameter zu Beginn der TRerapie ................ccccoeeceeevceeseeeceeennnane 28
3.2.5 Biochemisches Ansprechen unter der TRErAPIe. ............ccccooceeveieviiiceeeiiieiieeieesie et 29
3251 Verlauf der Serumaktivitéit der Glutamat-Pyruvat-Transaminase unter Therapie...........ccccccccevenenne 29
3.2.5.1.1  Zeitpunkt TO (Therapi€einleitung) ..........ccccverueerereereuiriniereirieeeneeeerecriee e e st esesese s seseseseseenene 29
3.2.5.1.2  Zeitpunkt T1 (6 Wochen nach Therapiebeginn)...........ccocveveerinieicicniiinieeennecereeeseeeneenens 30
3.2.5.1.3  Zeitpunkt T2 (3 Monate nach Therapiebeginn).........c.cccoceereeiininieecnnirneeeneecceneeceeeseenene 32
3.2.5.14  Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginm).........c..ccoceeveeiininicecniineeeneneceeeeeeeseenene 34
3.25.1.5  Zeitpunkt T4 (9 Monate nach Therapiebeginmn)...........ccccceueuiieiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeececeeenee 36
3.2.5.1.6  Zeitpunkt TS5 (12 Monate nach Therapiebeginn)...........cocceeveeinreereenieeineerenenrerceneeecsneeenennens 38
3.25.1.7  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie)............ccccceueueiecueiieicecicciciciene 40
3.2.5.1.8 Zusammenfassende Beschreibung des Verlaufs der Aktivitit der Glutamat-Pyruvat-Transaminase

VON ZEIPUNKLE TO = TO. ..ottt sttt st sttt 43

3252 Verlauf der Serumaktivitéit der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase unter Therapie.............ccccccvueuee 45
3.25.2.1  Zeitpunkt TO (Therapi€einleitung) ..........ccccevueerereereuiriniereirieieeneeeereerree et enesese s seseenene 45
3.25.2.2  Zeitpunkt T1 (6 Wochen nach Therapiebeginn)..........ccceceueueueueiiieiiieiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeenene 45
3.25.2.3  Zeitpunkt T2 (3 Monate nach Therapiebeginn)...........ccceceueuiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeccceeenne 48
3.25.24  Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginn)...........ccccceueueiiiiiiiiiiiiiiiiceeeceeeeecceeeenee 50
3.25.2.5  Zeitpunkt T4 (9 Monate nach Therapiebeginn)...........ccccceueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiceceeceeeeececeeeee 52
3.25.2.6  Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginn)...........cocceevueeinreeeenieineereneneereerereeseeeeseenens 54
3.25.2.7  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie)............ccccceueueieeieiicicecicciciciene 57
3.2.5.2.8 Zusammenfassende Beschreibung des Verlaufs der Serumaktivitit der Glutamat-Oxalazetat-
Transaminase VON TO-TO. .......ccccccciiiiiiiiiiiiiiiic et 59

3.2.6  Serokonversion beziiglich der HCV-RNA im Verlauf der Therapie..............ccccoccoeveveeveeneennennn. 62
3.2.6.1 Zeitpunkt TO (Therapi€einleiting) ..........cccoueueurirurieirieiiieiiieiieieieieieeteietetet et esssessaenene 62
32.6.2 Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginm).........ccccevuvieerruecninieieirneereeereerercere e seeeene 62
32.63 Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginm)..........cccvovvueerrreeninieicirneiireeereerereere e seenene 63
3264 Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie).........cocccoveveeeneririnieereneerercineeeneeeneenene 65
3.2.7  Erfolgreiches Ansprechen Quf die TREFAPIE .............ccccoeceiveueiieieniiiiieiiieeeeeee e 67
32.7.1 Zeitpunkt TO (Therapi€einleitung) .........c.coeveeeririeenineiiirieereeeseetereeset e er s seenene 68
3272 Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginm).........cccecvvuvieerrreinininieieneeeeereerercere e seeeene 68
3273 Zeitpunkt TS5 (12 Monate nach Therapiebeginm)..........cccvovvueerrreerineieeeneiieeereerereee e seenene 69
3274 Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie).........coccceveveeenerieinieeneneeeereineeeneeenennene 71
3275 Zusammenfassende Beschreibung der Ansprechraten unter Therapieverlauf:..............c.cccccciiiiiiee 73
3.2.8 Anderung des histologischen Befundes unter der TRETAPIe................cccocveeeeerieveeerererseeeeersnen, 74
3281 Vergleich des histologischen Befundes zu den Zeitpunkten TO und T5........cccccooeiiiiiiiiiiinnnne 74
3282 Zusammenhang zwischen Response und histologischem Ausgangsstadium.........cceevvverecernecnennene 76

3283 Korrelationsanalysen zwischen GPT, GOT und den KnodellSCOres.............ccoueveviiiciniiicenenenencneene. 77



328.3.1

il

3.2.9 Anderung und Verlauf der Gamma-Glutamyl-Transferase unter Therapie zu den

Kontrollzeitpunkten TO, T2, T3, TS UNA TO...........ccuueeeeeeieeciieecieeeieectieeieesiieecieeseveesseeseaesseesseesseaenseenns 79
3291 Zeitpunkt TO (Therapi€einleitung) .........c.coeveeeririeerineeriirieeirreet ettt er e e seenene 79
3292 Zeitpunkt T2 (3 Monate nach Therapiebeginn)..........cccceeueueuiiiieiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeseveeeienene 79
3293 Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginm).........cccccvvuvieerrrecnineieirneereeereerereere e seeeene 79
3294 Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginm)..........ccccovvueerrreeninieieieneiineeereerereee e seenene 80
3295 Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie).........cocccoveveeenerieinieeneneerereineeceneeeneenene 80
3296 Zusammenfassende Beschreibung des Verlaufs der Serumaktivitit der Gamma-Glutamyl-

Transferase VON TO — TO .......c.cccoiiiriiiriiiniiiiiiii ettt 80

3.2.10 Anderung und Verlauf der alkalischen Phosphatase unter Therapie zu den

Kontrollzeitpunkten TO, T3, TS5 UNA TO..........cccoovuieiieeiiiiieeiie ettt ettt st 82
3.2.10.1  Zeitpunkt TO (Therapi€iNIEIitUNG) .......cvvvveeveervrriersaierieesesessesassse s ssesassssssssss st ssessssssssses s s sessssnes 82
3.2.10.2  Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginm)..........cccccoeeeiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiicccieee s 82
3.2.10.3  Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginn)...........ccovvveueenmreineneerininieireeeresrereeee e eseenene 82
3.2.104  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie)..........cccccccceveeiiiiinininiiniininiciiicnenneeene 83
3.2.10.5 Zusammenfassende Beschreibung des Verlaufs der Serumaktivitit der alkalischen Phosphatase unter

TRETAPIC. ...t ettt 83

3.2.11 Verlauf der Blutwerte Bilirubin, Kreatinin und thyroideastimulierendes Hormon................ 85

32.11.1 Bilirubinverlauf zu den Kontrollzeitpunkten TO, T3, TS und TO.......c.ccoeveiirinirennireiinirecreeneene 85
3211.1.1  Zeitpunkt TO (TherapiebeZinm)..........ccccceurieuririririiiniiiiiiicicieiieieieieieieteetee e sessseasaeneee 85
32.11.1.2 Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginn)...........ccceeeueveueiiieiiiiiiiiieiieieeeceeeeeeeeesenene 85
3.2.11.1.3  Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginm)............cccccccueueuiueiiiieniiiieiiieeeeeeeeiccesene 86
3.2.11.14  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie).........c.coceevueemneccennreriennecnnecnennens 86
3.2.11.1.5 Zusammenfassende Beschreibung des Bilirubinverlaufs unter Therapie.........cccccccocccuecuiiiinnne 86

3.2.11.2 Kreatininverlauf zu den Kontrollzeitpunkten TO, T3, T5 und T6 ......cccoevieiviiiniiiniicieeeeeeene 87
321121  Zeitpunkt TO (TherapiebeZinm)..........ccccceuriruiiriririiiiiiiiiiiciiieieieieieiereteteete e easaeaene 87
321122  Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginn)...........cccecceueueueiiieiiiiiiiieiieeeeeceeeeeceeeeenene 88
3.2.11.2.3  Zeitpunkt T5 (12 Monate nach Therapiebeginm)............cccccvueeerrrereenieerinieeerenrereeneeeseeeesennens 88
321124  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie)..........cccccoeeueueuiueiicicicicciiiciene 88
3.2.11.2.5 Zusammenfassende Beschreibung des Kreatininverlaufs unter Therapie ...........ccccceeeevvecnennns 88

32.11.3 Verlauf des thyroideastimulierenden Hormons zu den Zeitpunkten TO, T3, TS und T6..................... 89
3.2.11.3.1  Zeitpunkt TO (TherapiebeZinm)..........ccceveueuiririeerireereriiniereineetreeeereesee e e st esesese e see s eneenene 89
3.2.11.3.2  Zeitpunkt T3 (6 Monate nach Therapiebeginn)...........coccceeveerinrieecniicineecenneceneereeereenene 90
3.2.11.3.3  Zeitpunkt TS (12 Monate nach Therapiebeginm)............cccccceueueiiiiiiiiiiiiiiiiieiceeeeeiecesene 90
3.2.11.34  Zeitpunkt T6 (6 Monate nach Beendigung der Therapie).........c.cocoeeveeineeccnnreriennenneenennens 90
3.2.11.3.5 Zusammenfassende Beschreibung des Verlaufs des thyroideastimulierenden Hormons.............. 91

3.2.12 Nebenwirkungen unter TRETAPIE .............coovueeiueiecieiieeiie ettt 92

3.3 INTENTION TO TREAT ANALYSE:....uitiiieiiiittreeeeeiiirreeeeeeeiesreeeeeesisssssseesssasssesessssssssssssesesssssssssessenns 93

3.3.1 Ansprechraten Quf die TRETAPIE ..........ccccceeceeveeciiieeniiiieseeeteetest ettt ettt st see e 93
3.3.1.1 ZRIPUNKLE T3t 93
33.12 ZRIPUNKLE TSttt sttt ettt ettt et tacaen et 93



33.13 ZIEPUNKLE TO..eeiiee et sttt sttt bt e st bt e bt et ese e bt be st ebenes 94

4. VERWENDETE TESTS UND ERGEBNISSE 95
4.1 WILCOXON-TEST FUR PAARWEISE DIFFERENZEN ........cceoetuuteeieeiiiurreeeeeeiiirrereeeeesssnreseeesensssneesseennns 95
4.2 MCcC NEMARS TEST FUR SIGNIFIKANTE STATUSVERANDERUNGEN.........cccooiiiiiiiiiiiieeeieeeneeeneens 96
4.3 VORZEICHENTEST NACH DIXON FUR STATUSVERANDERUNGEN MIT KONSTANTEN.........cccouvereennnn. 96
4.4 TEST NACH WILCOXON, MANN UND WHITNEY ...ouvvtriiiiiiiireeeeeeiiiireeeeeeeeeireeresesesssseseseeesensseeesseennns 97
4.5 KORRELATIONSANALYSEN NACH SPEARMAN ......cccciitiiuirieeeeieiitereeeeeeeiisreeeeeeeesiisessseeeseisssrseessenssssens 97

5. DISKUSSION 98
5.1 GRUNDLAGEN .......cciitiiittttite et etette et eeeeeeaaeeeeeesssatateeeeseissaaateeeseetatatssesesssasssssessssasssseessssnrsseeeessesnrens 98
52 PATIENTEN UND KONZEPTION DES THERAPIEOPTIMIERUNGSVERSUCHS.......ccceiiviirireeeeeieiriieeeeeeenns 99
53 INFEKTIONSMODUS .....couvvtieeeeieeiiieeeeeeeeesieeeeeesesssatasesessssssasssesessssssssssesessssssassessssssssssssesssssrssesesesns 100
54 NEBENWIRKUNGEN UNTER THERAPIE. .......cceiiiiiiiitireieeeeeieitteeeeeeeeiaeeeeeeeeeeisseeeesesesesssseseeesesssnseeeseens 101
55 VERANDERUNG DER HISTOLOGIE UNTER THERAPIE .......c.ccuvvveieiiiiiiieieeeeeeeiiieeeeeeeesetaereeeeeeensnneeeseens 102
5.6 BIOCHEMISCHES ANSPRECHEN UNTER THERAPIE .........ccooiuvtiiieiiiitiiieeeeeesiteeeeeeeeesineneeessesnnnneseseens 103
5.7 SEROKONVERSION DER HCV-RNA UND ERFOLGREICHES ANSPRECHEN AUF DIE THERAPIE......... 105

6. ZUSAMMENFASSUNG 109
7. LITERATURVERZEICHNIS 112
8. TABELLENVERZEICHNIS: 120
9. ABBILDUNGSVERZEICHNIS 121
10. ABKURZUNGSVERZEICHNIS 127




1. Einleitung

1.1 Die Hepatitis-C-Erkrankung

Das Hepatitis-C-Virus wurde im Jahre 1989 aufgrund molekularbiologischer Methoden identifiziert
[16]. Erst viele Jahre spiter, im Jahr 1996, gelang die elektronenmikroskopische Darstellung des
Virus. Seit der Entdeckung des Virus’ hat sich herausgestellt, dass dieser Erreger fiir den grofiten
Teil der posttransfusionellen NonA-, NonB-Hepatitiden verantwortlich ist. AuBBerdem konnte das
Virus auch bei den meisten sporadisch auftretenden NonA-, NonB-Hepatitisformen als Erreger
nachgewiesen werden. Eine Besonderheit dieser Viruserkrankung ist, dass sie in bis zu 80% der
Fille [22;58;64] als chronische Hepatitis verlduft, und es nur in ganz seltenen Fillen zur
Spontanheilung kommt. Die chronische Hepatitis C gehort heute zu den héufigsten chronischen
Lebererkrankungen. Weltweit wird die Zahl der infizierten Personen auf etwa 60-180 Millionen
geschitzt [22;31;58]. In Deutschland sind ungefiahr 600000 - 800000 Patienten mit dem Hepatitis-
C-Virus infiziert [31]. Durch ihren chronisch-entziindlichen Verlauf fiihrt diese Erkrankung in etwa
20% der Fille zur Ausbildung einer Leberzirrhose [28;27] und die Inzidenz fiir das Auftreten eines
Leberzellkarzinoms bei bestehender Zirrhose und Hepatitis-C-Erkrankung betrdgt 1-3% pro Jahr
[59], in einer anderen Studie sogar 3-6% [28]. Dadurch ist diese Erkrankung auch fiir einen
erheblichen Teil von Lebertransplantationen verantwortlich. Die HCV-Infektion steht im
Zusammenhang mit der Ausbildung extrahepatischer Krankheiten wie der Kryoglobulindmie, der
membrandsen Glomerulonephritis und der Panarteriitis nodosa. Au3erdem scheinen eventuell auch
andere extrahepatische Komplikationen wie das Sjorgren Syndrom, der Lichen ruber planus, die
Thyreoiditis, das Lymphom, die aplastische Andmie, die Lungenfibrose und die Porphyria cutanea

tarda in Zusammenhang mit der Hepatitis C gebracht werden zu konnen [30].

1.2 Virologie und molekularbiologische Aspekte

Aufgrund groBer Fortschritte in der molekularbiologischen Forschung ist es gelungen, die genaue
Genomorganisation des Virus zu entschliisseln. Das Hepatitis-C-Virus gehort zur Gruppe der
Flaviviridae. Weitere Mitglieder dieser Virusfamilie sind die Flavi- und die Pestiviren, die wichtige
tierpathogene Vertreter sind, aber nur noch entfernte Ahnlichkeit mit dem HCV aufweisen.
Gemeinsames Merkmal dieser Virusfamilie ist ein umhiilltes, einzelstringiges RNA-Genom, das
einen einzigen grofen Leserahmen besitzt [73]. In bezug auf die Organisation des gesamten
Genoms lassen sich Gemeinsamkeiten zwischen HCV- und Pestiviren finden, was sich auch durch
die Hydrophobizititsprofile der Polyproteine zeigt. Demgegeniiber bestehen kaum Ahnlichkeiten zu

den Flaviviren, die phylogenetisch weiter entfernt zu sein scheinen [14]. Doch auch innerhalb der
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eigenen Gattung des HCV gibt es zum Teil erhebliche Unterschiede, was die Sequenzhomologie
des Genoms betrifft. Deshalb wurde je nach Verwandtschaftsgrad der Sequenz eine Einteilung der
verschiedenen, entdeckten HCV-Isolate in Genotypen und Subtypen vorgenommen. Dabei wurde
ersichtlich, dass sich das HCV im Rahmen der Evolution zu verschiedenen Hauptgruppen
entwickelt hat, die sich wiederum in Subtypen verzweigt haben. So kam man zur heute giiltigen
Einteilung, nach der mindestens sechs verschiedene HCV-Genotypen und eine grofle Zahl
verschiedener Subtypen unterschieden werden konnen.

Tabelle 1: Nomenklatur von Simmonds et al. [73]

Typ 1 2 3 4 5 6

Subtyp | 1la 1b Ic 2a 2b 2c 3a 3b 4a Sa 6a

Nach dieser Einteilung wurde durch mehrere grofe Studien deutlich [26;46], dass bestimmte
Genotypen in verschiedenen geographischen Regionen unterschiedlich hiufig vorkommen. So hat
sich herausgestellt, dass der Genotyp 1 der am héufigsten gefundene Genotyp ist und mit seinen
Subtypen la und 1b in Europa und in Nord- und Siidamerika vorherrschend ist. In Asien sind die
Genotypen 2 und 3 dominant. In Afrika findet sich vor allem der Genotyp 4 mit einer grof3en
Anzahl von Subtypen. Die Genotypen 2 und 3 sind auch weltweit vertreten, der Genotyp 5 wurde in
Siidafrika, der Genotyp 6 in Hongkong und in Vietnam nachgewiesen. Nach neuen Untersuchungen
ist heute bekannt, dass der Genotyp 3 bei i.v.-Drogenabhéngigen iiberreprésentiert ist [52].

Eine in einem deutschen Labor mittels DNA-ELISA unternommene Genotypenverteilung zeigte
folgendes Ergebnis:

Tabelle 2: HCV-Genotypisierung [73]

Genotypen la 1b 2a 2b 3a 4
Pos. Seren 28 49 0 1 6 1
(n=85) 33% 58% 0% 1% 7% 1%

Das Genom des Hepatitis-C-Virus’ besteht aus einer ungefihr 9,5 kb langen [14], einzelstringigen
RNA, die ein einziges groBes Polyprotein von ca. 3010 Aminosduren Linge kodiert [73]. Diesem
kodierenden RNA-Abschnitt geht am 5°-Ende eine ca. 340 Nukleotide lange, nichtkodierende
Region voraus, die auch innerhalb der verschiedenen HCV-Isolate hochkonserviert ist [9] und sich
deswegen hervorragend fiir den direkten Virusnachweis mittels reverser Transkription und
anschlieBender Polymerase-Kettenreaktion eignet. Auch die Pestiviren besitzen eine
nichtkodierende Region in ihrem Genom, die im Vergleich zum HCV-Genom allerdings kaum
Sequenzhomologie, sondern nur eine dhnliche Sekundirstruktur aufweist. Bei den Pestiviren ist

dieser RNA-Abschnitt essentiell fiir den internen Translationsstart des Polyproteins. Die Bedeutung
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der nichtkodierenden 5°Region des Hepatitis-C-Virus’ fiir die Translation seines Polyproteins in
infizierten Hepatozyten ist jedoch bisher noch unklar.

Auf diesen nichtkodierenden RNA-Abschnitt folgt der fiir das Polyprotein des Virus kodierende
Teil der RNA. In dieser Region befinden sich die Sequenzen fiir die Strukturproteine Core, E1, E2
und das zuletzt identifizierte p7. Darauf folgen die Genomsequenzen fiir die Nichtstrukturproteine
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B [1]. Die in den einzelnen Sequenzen dieses RNA-
Abschnittes verschliisselten Proteine werden durch virale und wirtkodierte Proteasen aus dem
Polyprotein abgespalten.

Das Core-Protein bildet sehr wahrscheinlich das virale Nukleokapsid. Untersuchungen haben
gezeigt, dass das Core-Protein in unterschiedlichen Molekulargewichten translatiert wird, die mit
dem jeweiligen Aufenthalt des Core in bestimmten Zellkompartimenten zusammenhéngen konnten
[73]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass bestimmte Abschnitte des Core-Proteins fiir eine
Multimerisierung [43], andere fiir eine Phosphorilierung verantwortlich sind. Demnach scheint es
sich beim Core-Protein um ein multifunktionelles Protein zu handeln, welches fiir die RNA-
Bindung, die Multimerisierung und die Phosphorilierung verantwortlich ist. Das HCV-Core-Protein
moduliert auch die Transkriptionsrate verschiedener zelluldrer und viraler Promotoren [50].

Die Strukturproteine E1 und E2 werden im endoplasmatischen Retikulum modifiziert und stellen
gemeinsam als Heterodimer die Stukturuntereinheit der viralen Hiille dar [25]. Alle diese
Erkenntnisse gewann man aus in vitro Untersuchungen, denn ein direkter Nachweis der
Strukturproteine Core, E1 und E2 in infektiosen Virionen ist bisher nicht gelungen.

Bei den Nichtstrukturproteinen NS2 und NS2-NS3 handelt es sich um Autoproteasen, die fiir die
Prozessierung der HCV-Nichtstrukturproteine verantwortlich sind. Das NS4A ist ein wichtiger
Kofaktor fiir NS3 und scheint auch eine Kofunktion bei der proteolytischen Prozessierung zu
besitzen [73]. Das Nichtstrukturprotein NS5B besitzt eine RNA-abhingige RNA-Polymerase-
Aktivitit [2], wihrend hingegen die Bedeutung der verbleibenden Nichtstrukturproteine noch
weitgehend unbekannt ist.

Die Replikation des Hepatitis-C-Virus’ findet vorwiegend in den Hepatozyten statt. Jedoch konnte
man auch eine Replikation des Virus’ in nichthepatischen Zellen, insbesondere in mononukledren
Blutzellen, beobachten. Durch diese Tatsache ldsst sich auch die Reinfektion mit dem Virus nach
Lebertransplantation erkldren.

Das Immunsystem der infizierten Patienten reagiert sowohl zellulédr als auch humoral gegen das
eingedrungene Virus. Zirkulierende Antikorper gegen verschiedene virale Proteine sind in der
Regel zwischen der 7. und der 31.Woche nach der Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus
nachweisbar. Bei chronischen Verldufen der Krankheit finden sich fast immer Antikorper gegen das
Core-Protein und auch gegen das NS3, wihrend Antikorper gegen die anderen verbleibenden

viralen Antigene nicht immer nachweisbar sind [6]. Obwohl diese Antikorper neutralisierende



4

Eigenschaften besitzen konnen, haben sie keinen Einfluss auf die Viruspersistenz. Mehrere Studien
wurden unternommen, um einen eventuellen Zusammenhang zwischen dem Auftreten spezifischer
Antikorper und dem Krankheitsverlauf herzustellen. Jedoch konnten bisher keine serologischen
Marker gefunden werden, die sicher mit der Virusreplikation und dem chronischen oder dem
ausheilenden Verlauf der Erkrankung assoziiert sind.

Auch eine zelluldre Immunantwort kann beobachtet werden. Hierbei richtet sich eine CD8-T-Zell
vermittelte Immunantwort multispezifisch gegen eine Vielzahl von viralen HCV-Antigenen. Diese
Reaktion scheint jedoch fiir eine Viruselimination nicht auszureichen. AuBlerdem wird bei HCV
infizierten Patienten auch eine CD4-T-Zell-vermittelte Immunantwort beobachtet, die hauptsidchlich
gegen das Core-Protein gerichtet ist, aber gleichfalls nicht mit der Elimination des Virus korreliert.
Jedoch konnte in einer Studie gezeigt werden, dass eine gegen das NS3-Protein gerichtete CD4-T-
Zellantwort bei Patienten mit akut-selbstlimitierendem Verlauf mit der Viruseliminierung korreliert
[24].

Der hiufig chronische Verlauf der Hepatitis-C-Erkrankung beruht auf der hohen Variabilitidt des
Virusgenoms. So konnte gezeigt werden, dass es im Bereich des viralen Strukturproteins E2 eine
hypervariable Region gibt, die dafiir verantwortlich ist, dass immer neue Virusvarianten im Blut
auftauchen und sich so der korperlichen Immunabwehr durch B- und T-Zellen entziehen konnen.
Bei Patienten mit akut-selbstlimitierendem Verlauf scheint es eine schnelle, gezielte Immunantwort
gegen diese hypervariable Region zu geben, die zur Elimination des Virus fiihrt. Danach
verschwinden auch die gegen diese Region gerichteten Antikorper aus dem Blut der Patienten. Es
konnte beobachtet werden, dass bei Patienten mit chronischem Verlauf jene Immunantwort gegen
die hypervariable Region erst mehrere Monate spiter auftritt, und die Antikorper im Blut
persistieren [73] .

Diese neuen immunologischen Erkenntnisse fithrten zur intensiven Forschung nach einem
geeigneten Impfstoff gegen das Hepatitis-C-Virus. In einem Versuch mit infizierten Schimpansen
konnte mit Antikorpern gegen die Hiillproteine E1, E2 ein begrenzter immunologischer Schutz
gewihrleistet werden [15]. Der Schutz bestand jedoch nur gegen das HCV-Isolat, welches auch fiir
die Expression der Antikorper verwendet worden war. Die Entwicklung eines einheitlichen
Impfstoffs gegen das Hepatitis-C-Virus, wie es ihn fiir das Hepatitis-B-Virus und das Hepatitis-A-

Virus gibt, ist bis zum heutigen Tag noch nicht gelungen.

1.3  Infektionsmodus und Epidemiologie

Das HCV wird auf parenteralem Weg iibertragen. Der héufigste bekannte Infektionsweg war iiber
lange Zeit die Ansteckung durch verseuchte Blutprodukte. Erst durch die heute entwickelten
Screeningverfahren fiir Blutkonserven auf HCV-Antikorper konnte das Risiko sich iiber diesen

Ansteckungsweg zu infizieren, drastisch gesenkt werden. Das Restrisiko einer Infektion nach
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serologischer Antikorperbestimmung betridgt nach heutigen Berechnungen fiir Deutschland unter
1:30000 bis 1:50000. Das Restrisiko besteht im wesentlichen darin, dass zum Zeitpunkt des
Screenings noch keine Antikdrper im Serum des infizierten Spenders gebildet wurden [55]. Eine
weitere wichtige Risikogruppe ist die Gruppe der i.v.-Drogenabhingigen. Durch den Gebrauch
gemeinsamer Nadeln stieg die HCV-Antikorperpréivalenz in dieser Gruppe auf iiber 50% [30;32].
Ob sich durch Aufkldarungsarbeit im Aidszeitalter dieser Ansteckungsweg zuriickgebildet hat, bleibt
abzuwarten. Eine hohe HCV-Privalenz findet sich ebenfalls in der Gruppe der hidmophilen
Patienten. Zur Substitution von Gerinnungsfaktoren sind lange Zeit gepoolte Seren verwendet
worden, was bis 1985 zu sehr hohen Infektionsraten fiihrte. In der Gesamtpopulation der
Héamophilen findet man im Mittel bei etwa 76% HCV-Antikorper [32], wobei in einigen Studien
weitaus hohere Pridvalenzen von iiber 90% in der Gruppe der Hidmophilen gefunden wurden
[41;65]. Auch Dialysepatienten sind relativ hdufig mit dem HCV infiziert. Da eine direkte
Ansteckung durch die Dialysemaschine eher unwahrscheinlich ist, nimmt man an, dass die erhohte
Transfusionshiufigkeit in dieser Patientengruppe und eine Ubertragung von Patient zu Patient durch
andere Verrichtungen fiir die relativ hohe HCV-Privalenz von im Mittel etwa 16% verantwortlich
sind [32]. Auch Zahnirzte tragen nicht unwesentlich zur Ubertragung und Verbreitung des
Hepatitis-C-Virus bei, indem die Patienten iiber nicht sterilisierte Bohrer und anderes zahnirztliches
Instrumentar mit dem Virus infiziert werden.

Vor allem durch die Untersuchungen an Blutspendern konnte man auch erstmals die Prdvalenz des
Virus in der gesunden Normalbevolkerung abschitzen. Dabei stellte sich heraus, dass die HCV-
Antikorper-Privalenzen bei Blutspendern deutliche geographische Unterschiede aufwiesen. So
lagen die Privalenzen bei gesunden Blutspendern in Mittel- und Nordeuropa, sowie in den
Vereinigten Staaten von Amerika bei unter 0,6%. In Stidostasien zwischen 1,5% und 1,9%. Hohere
Privalenzen von 1,4% bis 2,1% fanden sich hingegen in nordafrikanischen und arabischen Staaten.
Die mit 13% hochsten Priavalenzen wurden fiir die zentralafrikanischen Staaten Benin, Gabun und
Kamerun angegeben [32].

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die Ubertragung in hohem MaBe parenteral iiber Blut,
Blutprodukte, Organtransplantationen und Spritzen erfolgt. Jedoch wurde das Virus auch in
Speichel- und Trinenfliissigkeit nachgewiesen, so dass auch andere Ubertragungswege, wie oben
schon erwihnt, durchaus in Frage kommen. Nach Einfithrung der Screeningtests und der damit
eingetretenen Reduzierung des Risikos durch eine Bluttransfusion infiziert zu werden, stellt heute
der Spritzentausch beim i.v.-Drogenkonsum den Hauptiibertragungsweg dar. Im Gegensatz zum
Hepatitis-B-Virus spielt die sexuelle und perinatale Ubertragung beim Hepatitis-C-Virus eine nur
untergeordnete Rolle. Trotz intensiver Nachforschungen bleibt die Infektionsquelle jedoch bei rund

40% der Infizierten unbekannt.



1.4 Diagnostik der HCV-Infektion

Da die Beschwerdesymptomatik HCV-infizierter Patienten hiufig uncharakteristisch mit Anzeichen
wie Midigkeit oder rechtsseitigem Oberbauchschmerz verlduft, wird selten sofort eine spezifische
HCV-Diagnostik durchgefiihrt. Klassischer Screeningtest zu Beginn der Diagnostik ist daher der
Antikorpertest zur Bestimmung spezifischer HCV-Antikorper. Gleichzeitig werden Untersuchungen
durchgefiihrt, die der Abdeckung von Differentialdiagnosen der Hepatitis-C-Erkrankung (andere
virale Infektionen, hereditire Stoffwechselerkrankungen sowie Autoimmunhepatitiden) dienen. Zur
Suche nach HCV-spezifischen Antikdrpern verwendet man Enzymimmunessays der zweiten und
dritten Generation. Die Tests der zweiten Generation erreichen eine Sensitivitdt von 80-100%
[39;45] und weisen Antikorper 4-6 Wochen post infectionem nach. Mittels Nachweis spezifischer
IgM-Antikorper, die allerdings nicht bei allen Patienten nachzuweisen sind, kann dieses
diagnostische Fenster weiter eingeengt werden. Antikorpertests der 3.Generation haben eine noch
hohere Sensitivitidt durch zusitzliche rekombinante Proteine der NS5-Region des Hepatitis-C-Virus-
Genoms, fithren aber moglicherweise sogar zu falschen positiven Ergebnissen.

Zur Bestidtigung positiver Testergebnisse wird in der Praxis der direkte qualitative HCV-RNA-
Nachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt. Hierfiir verwendet man Primer, die
gegen die hochkonservierte 5 nichtkodierende Region des Virusgenoms gerichtet sind. Im Jahre
1993 wurde der erste standardisierte RT-PCR-Diagnostiktest zum Nachweis der HCV-RNA
eingefithrt (Amplicor HCV, Roche Diagnostic Systems) [70]. In einer groen Studie konnte fiir
diesen Test eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitit von 97% nachgewiesen werden [71]. Mit
der Polymerase-Kettenreaktion kann man innerhalb der ersten Woche post infectionem HCV-
spezifische RNA nachweisen.

Wie oben schon erléutert, sind bislang zahlreiche verschiedene HCV-Isolate entdeckt worden und je
nach Sequenzhomologie bestimmten Genotypen (1-6) zugeordnet worden. Entscheidend fiir die
Genotypisierung der HCV-Isolate ist die Sequenzierung ihres Genoms. Fiir die Unterscheidung in
Genotypen und Subtypen ist die Sequenzierung der 5 nichtkodierenden Region mittels PCR jedoch
nicht ausreichend, weshalb weitere Genomregionen miteinander verglichen werden miissen. Des
weiteren kann die PCR-Methode dafiir verwendet werden, die in vivo auftretenden verschiedenen

Quasispezies mittels Unterschieden in der hypervariablen Region zu ermitteln.

1.5 Histopathologie der Hepatitis C

Man kennt verschiedene Verldufe der Hepatitis-C-Erkrankung, die mit bestimmten
histopathologischen Bildern korrelieren. Den akuten Verlauf, der untergliedert wird in eine
fulminante Form und eine klassisch akute Form. Bei der fulminanten Form der Hepatitis C handelt

es sich um eine Ausnahme, die mit einem besonders aggressiven Verlauf der Erkrankung einhergeht
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und innerhalb kurzer Zeit zu panazinidren Nekrosen mit Kollaps des Lebergeriistes, bei insgesamt
erstaunlich geringer entziindlicher Infiltration fiihrt. Bei der klassisch akuten Form findet sich auf
dem Hohepunkt der Erkrankung im histologischen Priparat ein Gemisch aus Leberzellschddigung,
Leberzellnekrosen, verstirkter Leberzellregeneration, Cholestase und entziindlichem Verlauf. Die
akute klassische Form der Erkrankung kann aber im Vergleich zur dritten Verlaufsform, dem
chronischen Verlauf der Hepatitis C, nur selten beobachtet werden. Bei den meisten Patienten, die
sich einer Leberpunktion zur Abkldrung ihrer Krankheit unterziehen, findet man bei der
Untersuchung des Gewebes die histologischen Zeichen fiir das chronische Stadium der Krankheit.
Die Haufigkeit fiir die Entwicklung der chronischen Verlaufsform betrigt etwa 80%, und es zeigen
sich im histologischen Bild in den Portalfeldern oft Lymphfollikel oder Pseudolymphfollikel, die
nicht selten Gallengidnge mit einschliefen konnen.

Die Gallengangsepithelien werden von Lymphozyten durchsetzt, wobei insgesamt die
Basalmembran intakt bleibt. Im Lidppchen konnen sich rhomboide Hepatozyten und azidophile
Nekrosen ohne lymphozytires Begleitinfiltrat herausbilden. Die Hepatozyten konnen als Zeichen
einer Schidigung eosinophile Zytoplasmakondensierungen aufweisen. Eine Besonderheit der
chronischen Hepatitis C ist ferner eine grobtropfige Verfettung der Hepatozyten. Die chronische
Verlaufsform wird nochmals untergliedert in eine chronisch persistierende Form und eine chronisch
aktive Form, wobei das Auftreten von MottenfraBnekrosen fiir die chronisch aktive Form der
Hepatitis C charakteristisch ist.

Fiir die genauere Bewertung dieses sehr umfangreichen histologischen Bildes bei chronischer
Hepatitis C wurde in diesem Therapieoptimierungsversuch der Aktivititsindex nach Knodell et al.
[8] verwendet. Er bewertet vier verschiedene Kategorien mit einem Scorewert, aus dem sich dann
ein Gesamtscorewert errechnet. Kategorie 1 bewertet das Auftreten von periportalen
MottenfraBnekrosen oder Briickennekrosen als Zeichen einer Aktivitit, Kategorie 2 bewertet das
Auftreten von intralobuldren Nekrosen als Zeichen des Ausmales der intralobuldren Entziindung,
Kategorie 3 bewertet die portale Entziindungsreaktion und Kategorie 4 das Ausmal} des
Fibrosegrades im histologischen Pridparat. Genaueres siehe unter Tabelle 5 Histologischer

Aktivitdtsindex nach Knodell et al. [8].

1.6 Klinischer Verlauf

Etwa 1-3 Wochen nach erfolgter Infektion kann man im Blut mittels Polymerase-Kettenreaktion das
Virusgenom nachweisen. Der Antikorpernachweis kann erst einige Wochen spiter erfolgen. Bei
einem Grofteil der Patienten, die mit dem Hepatitis-C-Virus infiziert sind, kommt es nach 15 - 150
Tagen zu einer Erhohung der Aminotransferasen im Blut. Diese Phase der akuten Hepatitis C
verlduft aber meistens asymptomatisch und wird vom Patienten nicht bemerkt. Ein klinisch

manifester Verlauf der akuten Hepatitis C kommt nur in Ausnahmefillen vor und eine fulminant
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verlaufende Hepatitis stellt eine Raritdt dar, von der nur vereinzelt in Japan berichtet wurde. Die
Erkrankung geht jedoch in 70-80% der Fille in ein chronisches Stadium iiber [22;58;64]. In dieser
Phase der Erkrankung zeigen etwa 40% der Patienten normale Transaminasenverlidufe, wo hingegen
die tibrigen 60% schwankend erhohte Transaminasenverldufe aufweisen [3]. Bei Patienten mit
normalen Transaminasenwerten nimmt die Erkrankung in aller Regel einen milden Verlauf,
wihrend die Erkrankung bei bis zu 20% der Patient mit erhohten Transaminasen in eine
Leberzirrhose iibergeht [53;56;57].

Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Leberzirrhose sind neben der Krankheitsdauer,
fortgeschrittenes Alter (> 45) zum Zeitpunkt der Infektion [18] und ein tdglicher Alkoholkonsum
von iiber 20mg per diem [17]. AuBerdem spielt der Infektionsweg (die Prognose bei
posttransfusioneller Ubertragung ist bedeutend schlechter als bei Ubertragung durch i.v.-
Drogenkonsum) und eine Koinfektion mit Hepatitis B oder HIV eine Rolle fiir den Verlauf der
Erkrankung [18]. Keinen Einfluss auf den natiirlichen Verlauf scheinen nach heutigem
Wissensstand der Genotyp und die Hohe der Virdmie zu besitzen. Ebenso korreliert das Ausmal3
der Transaminasenerhohung nur schlecht mit dem Schweregrad der histologischen Verdnderungen
in der Leber. Entwickelt sich im Verlauf der chronischen Hepatitis C einer Leberzirrhose, kommt es
in 3,9% der Fille pro Jahr zu einer hepatischen Dekompensation, wie etwa zu einer Varizenblutung,
einem Aszites oder einer hepatischen Enzephalopathie. Die leberspezifische Mortalitit betrégt in
diesem Falle 1,9 - 5,5% pro Jahr. Nach 20 - 30-jahrigem Verlauf kann es zum Auftreten eines
hepatozelluldren Karzinoms kommen. Nach Entwicklung einer Leberzirrhose betréigt die jéhrliche
Inzidenz des hepatozelluldren Karzinoms 1,3-3,3% [59]. Die Lebenserwartung eines Hepatitis-C-
Patienten nach Entwicklung einer Leberzirrhose ist dadurch eingeschrinkt, die Lebensqualitit des
Patienten ist jedoch schon bereits im prézirrhotischen Stadium der Erkrankung signifikant negativ

beeinflusst [29].

1.7 Therapie der chronischen Hepatitis C

Entscheidend fiir die Therapiestrategie bei der chronischen Hepatitis C ist das Alter der betroffenen
Personen. Denn die Hepatitis C ist in den meisten Fillen eine sehr langsam fortschreitende
Erkrankung, die in der Regel erst nach 20-30 Jahren zu lebensbedrohlichen Konsequenzen fiihrt.
Patienten, die vor Beginn der Erkrankung jiinger als 50 Jahre alt waren, haben ein mehr als
sechsfach erhohtes Risiko, an dieser Erkrankung zu sterben. Bei Personen, die bei Diagnosestellung
jiinger als 50 Jahre alt waren, und bei denen die Erkrankung schon lédnger als 15 Jahre vorliegt, oder
die bereits eine Leberzirrhose entwickelt haben, steigt das Risiko sogar auf das Zwanzigfache der
vergleichbaren Allgemeinbevolkerung an. Patienten die iiber 50 oder 60 Jahre alt sind, haben
dagegen ein weitaus geringeres Risiko, an dieser Erkrankung zu sterben, weil mit zunehmendem

Alter andere Krankheiten im Vordergrund stehen. Diese Erkenntnisse haben eine direkte
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Konsequenz auf die Indikation fiir die antivirale Therapie. Bei Patienten, die jiinger als 50 Jahre alt
sind, ist eine antivirale Therapie auf jeden Fall indiziert, um das Virus so schnell wie moglich zu
eliminieren. Hingegen muss bei élteren Patienten die Nebenwirkungsrate und die Kosten der
Therapie zunehmend gegen ihren Nutzen abgewogen werden.

Als frithere Standardtherapie einer Hepatitis-C-Erkrankung wurde in deutschen und amerikanischen
Konsensusempfehlungen eine Interferon-Monotherapie in einer Dosis von 3 mal 3 bis 3 mal 5 Mio.
IE pro Woche iiber 6 bis 12 Monate empfohlen. Kommt es nach 3 Monaten nicht zum Ansprechen
der Therapie wird die Behandlung mit Interferon o abgebrochen. Nach spéteren Untersuchungen
konnte man durch Dosiserhohungen auf 3 mal 5 bis 6 Mio. IE die initialen Ansprechraten
verbessern. Dennoch liegen die langfristigen Ansprechraten (6 Monate nach Therapieende HCV-
negativ) bei einer Interferon-Monotherapie bei lediglich 10-15%. Als Nebenwirkungen der
Interferontherapie sind in erster Linie grippedhnliche Symptome zu erwarten, wie z.B. Fieber,
Kopf- und Gliederschmerzen, Miidigkeit und Schwitzen. Diese treten besonders intensiv nach den
ersten Injektionen auf und lassen sich in der Regel durch die Gabe von Paracetamol gut behandeln.
Bei ldngerer Therapie konnen insbesondere Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit und
Gewichtsverlust auftreten. Selten kann es auch zu Ubelkeit und Erbrechen kommen. Ebenfalls
treten in selteneren Fillen depressive Verstimmungen, Hauttrockenheit und méBiger Haarausfall
auf. Alle Nebenwirkungen verschwinden in der Regel innerhalb kurzer Zeit nach Absetzen der
Behandlung vollig.

Interferon ist ein Zytokin, das von unterschiedlichen Zellen gebildet wird und auch in
verschiedenen Formen im Korper zu finden ist. So lassen sich das Interferon o, welches von
Monozyten und transformierten B-Zelllinien gebildet wird, das Interferon 3, das von Fibroblasten
produziert wird und das Interferon y, welches von T-Lymphozyten gebildet wird, unterscheiden.
Interferone haben antivirale und immunmodulatorische Wirkung. Fiir die Interferon-Monotherapie
wurde iiber lange Zeit synthetisches Interferon 2a und 2b verwendet. Neuerdings sind in
verschiedenen Lindern auch natiirliches Interferon und synthetisches Konsensusinterferon, ein
Interferon das die Eigenschaften von mehreren Interferonarten vereint, fiir die Therapie zugelassen.
Die Therapie mit Consensus Interferon konnte nach ersten erfolgversprechenden Studien eine neue
Option bei der Behandlung der chronischen Hepatitis C darstellen [38;40;63].

Eine weitere, heute schon zugelassene Therapiestrategie ist die Kombination von Interferon a 2b
mit Ribavirin, einem Nukleosidanalogon. Diese Therapieform konnte die Ansprechraten bei
Patienten, die zuvor bei einer Interferon-Monotherapie einen Riickfall erlitten haben (Relapse-
Patienten), auf 49% steigern [19]. Auch bei naiven Patienten erwies sich dieser Therapieansatz als
sehr wirkungsvoll, und die Ansprechraten konnten mit der Kombinationstherapie mehr als

verdoppelt werden.
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Ein anderer Therapieansatz ist, die kurzen Halbwertszeiten des Interferons zu verldngern und somit
die Virusreplikation konstant zu unterdriicken. Hierfiir wurden Langzeitinterferone entwickelt, bei
denen das Interferon an Polyethylenglykol gebunden wird und nach subkutaner Injektion etwa eine
Woche lang freigesetzt wird. Erste Ergebnisse zweier grofer randomisierter Studien [31] mit
Langzeitinterferonen scheinen darauf hinzuweisen, dass mit dieser Methode die Ansprechraten
noch weiter verbessert werden konnen.

Auch Ursodesoxycholsdure (UDCA) wurde kombiniert mit Interferon fiir die Therapie der Hepatitis
C eingesetzt, fiihrte aber nur zu geringen Verbesserungen, da die Transaminasen nur voriibergehend
gesenkt werden konnten [21].

Auf der Suche nach neuen Therapieoptionen ist Amantadin zur Therapie der chronischen Hepatitis
C eingesetzt worden. Diese Substanz wird zur Prophylaxe sowie Behandlung der Influenza A-
Grippe und zur Behandlung der Parkinsonschen FErkrankung eingesetzt. Der antivirale
Wirkmechanismus dieser Substanz beruht, so wird angenommen, auf einer Verhinderung der
Viruspenetration und der Freisetzung der Nukleinsduren bereits eingedrungener Viren. In zwei
Studien kam es unter Amantadinmonotherapie in einer Dosierung von 200 mg/Tag zu einer
deutlichen Reduktion der Transaminasenkonzentration im Blut. Eine Studie, in der die
Kombinationstherapie von Amantadin (200mg tdglich) und Interferon a 2a in einer Dosierung von
4,5 Mio. IE 3 mal wochentlich bei bisher unbehandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C im
Vergleich zur Interferon-Monotherapie anwendet, findet bereits nach 3-monatiger Therapiedauer in
der Kombinationsgruppe eine Ansprechrate von 65% gegeniiber 49% in der Interferon-
Monotherapiegruppe [10]. Bei der Anwendung von Amantadin konnen gelegentlich Schwindel,
Nervositdt, Geddchtnis- und Konzentrationsstorungen auftreten. In seltenen Fillen sind
Schlafstorungen sowie Stimmungsverdnderungen, Alptrdume und Wahnwahrnehmungen
beobachtet worden. Nach Absetzen der Therapie sind alle diese Nebenwirkungen vollkommen

riickldufig.

1.8  Fragestellung der Arbeit und Diskussion

In dieser Arbeit wird in einem Therapieoptimierungsversuch nach standardisiertem
Therapieprotokoll als  Qualitdtskontrolle  untersucht, ob das Therapieschema einer
Kombinationstherapie aus 200 mg Amantadin und Interferon o 2a in einer Dosierung von 6 Mio. IE
iiber 6 Monate und anschlieBender Interferon-Monotherapie iiber weitere 6 Monate, die initialen als
auch die langfristigen Ansprechraten verbessern kann. AuB3erdem soll in der Arbeit erortert werden,
welche Effekte auf biochemische und serologische Parameter unter dem Therapieschema auftreten.
Des weiteren wird untersucht, welche histologischen Veridnderungen nach Abschluss der Therapie

im Vergleich zum Ausgangsstadium beobachtet werden konnen. Zuletzt sollen auch etwaige
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Blutbildverdnderungen und andere Nebenwirkungen, die unter Therapie auftreten, iiberpriift

werden.
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Fiir die vorliegende Arbeit wurden klinische, klinisch-chemische, virologische und histologische
Daten von allen Patienten mit chronischer Hepatitis C gesammelt, die zwischen dem 19.10.1998 bis
zum 24.11.1999 in der Inneren Abteilung des Krankenhauses der Barmherzigen Briider in Miinchen
an der Interferon-Amantadin-Studie teilgenommen haben. In dieser prospektiv angelegten Studie
wurden die Patienten nach einem fest vorgegebenen Therapieschema behandelt. Die Daten zur
Auswertung des Therapieprotokolls wurden retroelektiv erfasst.

Die Patienten, die an diesem Therapieoptimierungsversuch teilnahmen, kamen aus dem gesamten
bayerischen Raum und zum Teil auch aus anderen Teilen Deutschlands. Insgesamt wurden 67
Patienten im Therapieprotokoll aufgefiihrt. Die Patienten wurden aufgrund ihrer vormaligen
Therapieerfahrungen in die drei folgenden Gruppen eingeteilt:

- Patienten, die noch keine Interferon-Therapie erhalten hatten, wurden in die Gruppe 1 der naiven
Patienten eingeteilt (n = 28; 28/67 = 41,8%).

- Patienten, die schon eine Interferon-Therapie erhalten hatten, aber nur voriibergehend auf die
Therapie ansprachen, wurden der Gruppe 2 der Relapse-Patienten zugeteilt (n= 15; 15/67 = 22,4%).
- Patienten, die zuvor nicht auf eine Interferon-Therapie angesprochen haben, gehorten der Gruppe

3 der Non-Responder an (n = 24; 24/67 = 35,8%).

Patientengruppen

Non Responder

36% Naive Patienten

42%

Relapse Patienten
22%

Abbildung 1:Patientengruppen im Gesamtkollektiv (n=67)
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2.1.1 Einschlusskriterien

Es wurden nur Patienten behandelt, bei denen es sich eindeutig um eine chronische Hepatitis C
handelte. Hierfiir wurde verlangt, dass bei diesen Patienten ein HCV-Antikoérpernachweis mittels
ELISA innerhalb der letzten drei Monate erfolgt war, und die Transaminasen bei zwei
Bestimmungen wihrend der letzten 6 Monate vor Therapiebeginn iiber dem Normbereich lagen.
Auflerdem musste vor Therapiebeginn eine bestehende Virdmie im Blut des Patienten durch einen
HCV-RNA-Nachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion festgestellt werden.

Eine weitere Voraussetzung fiir die Teilnahme an diesem Therapieoptimierungsversuch nach
standardisiertem Therapieprotokoll war die histologische Sicherung der Diagnose chronische
Hepatitis C innerhalb der letzten 12 Monate. AuBerdem gehorten zu den allgemeinen
Einschlusskriterien, dass die Patienten zwischen 18 und 75 Jahre alt waren und eine schriftliche
Einverstiandniserkldrung zu Beginn des Therapieoptimierungsversuchs unterzeichneten.

Es wurden Patienten mit chronischer Hepatitis C in das Therapieprotokoll aufgenommen, die bisher
noch unbehandelt gewesen sind, aber auch Patienten, die auf eine Vortherapie mit Interferon o nicht
angesprochen haben (Non-Responder), sowie Patienten, die nach initialem Ansprechen auf eine
Interferon a-Monotherapie einen Riickfall erlitten haben (Relapse-Patienten).

Die Patienten wurden unabhingig von der Infektionsanamnese behandelt.

2.1.2 Ausschlusskriterien

Es wurden keine Patienten mit einer dekompensierten Leberzirthose (Child C) in das
Therapieprotokoll aufgenommen. Auch durften keine anderen chronischen Lebererkrankungen, wie
ein Alpha 1-Antitrypsin-Mangel, ein Morbus Wilson oder eine Himochromatose bekannt sein. Zum
Ausschluss aus dem Therapieprotokoll fiihrte auch eine bekannte Autoimmunerkrankung,
insbesondere eine autoimmune Hepatitis mit dem Nachweis autoimmuner Antikorper (ANA =
Antinukledre Antikorper, SMA = Smooth-Muscle Antikorper, SLA = Solube-Liver Antikorper,
LKM = Liver-Kidney-Membrane Antikorper) oder der Nachweis einer anderen viralen Hepatitis,
bestitigt durch den Nachweis antiviraler Antigene (z.B. HbsAg positiv). Auflerdem konnten
Patienten, die an einer Schilddriisenfunktionsstérung mit unnormalen TSH-Werten oder
nachgewiesenen antithyroidalen Antikorpern TAK (Thyreoglobulin-Antikérper) oder MAK
(Mikrosomale Antikorper) nicht an dem Therapieoptimierungsversuch teilnehmen. Die Patienten
durften keine Leukozytenkonzentrationen unter 2500/ml Blut und keine
Thrombozytenkonzentrationen von weniger als 70000/ml Blut aufweisen.

Um die notige Compliance fiir die Durchfiihrung des standardisierten Therapieprotokolls zu
gewihrleisten, konnten auch Patienten mit aktuellem Alkohol- oder Drogenabusus nicht in diesen

Therapieversuch aufgenommen werden.
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Zu den weiteren Ausschlusskriterien gehorten der Nachweis einer HIV-Infektion, Malignome oder

andere schwere Grund- oder Begleiterkrankungen ebenso wie das Bestehen einer Schwangerschaft

oder der Zeitpunkt der Stillperiode. Auch Patienten mit eingeschridnkter Geschiftsfahigkeit oder

Geschiftsunfahigkeit wurden in das Therapieprotokoll nicht aufgenommen.

2.1.3 Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten

Das Durchschnittsalter im Patientenkollektiv betrug zu Beginn der Studie 50,04 Jahre. Von den 67

in der Studie untersuchten Patienten waren 31 minnlich, was einem Anteil von 46,3% entspricht,

und 36 weiblich, was einem Anteil von 53,7% gleichkommt.

Tabelle 3: Altersverteilung im Patientenkollektiv zu Beginn der Therapie (n=67)

20-30

30-40

40-50

50-60

Alter der Patienten in Jahren

60-70

70-80

Geschlecht | Mittelwert s Minimum | Maximum Spannweite | Median
Minnlich 4729 a 12,83 a 29 a 72 a 43 a 42a
Weiblich 52,42 a 11,88 a 26 a 72 a 46 a 55a
Gesamt 50,04a | 12,502 26 a 72 a 46 a 50 a
Altersverteilung im Patientenkollektiv

Prozent 30%1

25%]

20%]

15%!

10%!

5%

0%

Abbildung 2: Altersverteilung im Patientenkollektiv zu Therapiebeginn (n=67)
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2.1.4 Beurteilung und Einteilung des Patientenkollektivs:

Fiir die Intention To Treat-Analyse wurden alle 12 Patienten, die aus der Studie vorzeitig
ausschieden, als neuerliche Non-Responder auf die Kombinationstherapie Interferon o 2a und
Amantadin angesehen und dementsprechend in die Ergebnisse der Intention To Treat-Analyse mit
einbezogen.

Fiir die genauere Untersuchung der Ergebnisse wurde in einer Ergebnisanalyse, aufgrund der
groBen Anzahl an fehlenden Werten, auf diese 12 Patienten verzichtet und mit einem
Gesamtkollektiv von 55 Patienten kalkuliert (67-12 = 55). Die Daten dieser 55 Patienten wurden
retroelektiv erfasst, wobei auch Patienten mit fehlenden Parametern in die Auswertung mit

einbezogen wurden, um keine Selektion im negativen wie im positiven Sinne zu vollziehen.

2.2 Methoden

2.2.1 Organisation des Therapieoptimierungsversuchs

Bei dieser Studie handelt es sich um einen Therapieoptimierungsversuch. Die Patienten wurden im
Rahmen einer prospektiv konzipierten Studie nach einem vorgegebenen Therapieschema mit
festgesetzten Untersuchungsterminen und Kontrollblutabnahmen (siehe 2.2.2) behandelt. Es wurden
alle Patienten in das Therapieprotokoll aufgenommen, die die oben beschriebenen Kriterien
erfilllten und nach erfolgter Aufkldrung ihr Einverstindnis fiir die Therapie gegeben haben.
Aufgrund der retroelektiven Auswertung der Daten konnte keine Kontrollgruppe zum Vergleich
herangezogen werden. Eine Placebokontrolle kam aus ethischen Griinden nicht in Frage, da zu
Beginn des Therapieversuchs der therapeutische Gewinn durch eine Therapie mit Interferon bereits
als sicher galt. Gegen den Vergleich unserer Therapiegruppe mit einer Interferon-Monotherapie-
Gruppe sprachen zahlreiche Publikationen, die zu Beginn unseres Versuchs schon zu dieser
Fragestellung durchgefiihrt wurden. Wir haben uns deshalb zu einem historischen Vergleich mit
den Daten und Ergebnissen der Literatur entschlossen.

Wie oben schon erwihnt, erfolgte die Auswertung der Daten retroelektiv, da zum Zeitpunkt der
Auswertung ein Teil der Patienten die Behandlung schon beendet hatte, ein anderer Teil sich jedoch
noch unter Therapie befand. Die Datenerhebung erfolgte aus Ambulanzakten, stationdren Akten,
Arztbriefen, labor-chemischen, virologischen und histopathologischen Befunden und zum
geringeren Teil auch iiber die Kontaktaufnahme mit den Hausérzten der Patienten. Die Auswertung
der Daten erfolgte im Sinne explorativen Testens. Die Bewertung des Therapieerfolges der
Kombinationstherapie mit Interferon o 2a und Amantadin soll an Hand eines historischen

Vergleichs stattfinden.
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2.2.2 Standardisiertes Therapieprotokoll der Studie

Der Therapieoptimierungsversuch wurde anhand eines standardisierten Therapieprotokolls
durchgefiihrt (sieche Tabelle 4). Die Patienten erhielten als Medikation fiir die ersten 6 Monate 6
Mio. IE Interferon a 2a (Roferon A, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Germany)
3mal/Woche subkutan und zusitzlich tdglich 200 mg Amantadin (Infex, Merz + Co. GmbH Co.,
Frankfurt a.M., Germany). Nach 6 Monaten wurde Amantadin abgesetzt und Interferon o 2a fiir
weitere 6 Monate in einer Dosierung von 3 Mio. IE. 3mal/Woche subkutan verabreicht.

Die Untersuchung und Befragung der Patienten, sowie die Kontrolle der Laborparameter erfolgte
ebenfalls nach dem einheitlich festgelegten Studienprotokoll.

Tabelle 4 : Studienprotokoll des Therapieoptimierungsversuchs

Medikation ¢ Mlo.;rﬁ;ll;:;g?lfg naz 3 Mio';ﬁ:{;{;ﬁ?ﬁgn @2a Kontrolle
tgl. 200 mg Amantadin

Zeitpunkt TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6

Monat 0 1,5 3 6 9 12 18

Besuch X X X X X X X

Labor A/B/C/D A/B A/B A/B/C A/B A/B/C A/B/C

LP X X

¢ Besuch: Befragung, korperliche Untersuchung

e Labor A: GOT,GPT, gamma GT, AP,

e Labor B : Bilirubin, Kreatinin, TSH,

e Labor C: HCV-RNA

e Labor D: anti-HCV, HbsAg, anti-HBc, anti-delta, anti-HIV, ANA, AMA, LKM, SMA
e LP: Ultraschall-gefiihrte Leberpunktion

2.2.2.1 Diagnostik vor Beginn der Therapie

Vor Therapiebeginn wurden bei den Patienten, die anhand der Ein- und Ausschlusskriterien fiir den
Therapieoptimierungsversuch geeignet waren, sogenannte FErsterhebungsdaten festgehalten.
Bestandteil der Ersterhebungsdaten sind demographische Daten wie Alter, GroBle, Gewicht und
Geschlecht. Danach wurde bei allen Patienten eine griindliche Anamnese unter besonderer
Beriicksichtigung des potentiellen Infektionsmodus erhoben. Die Patienten wurden aulerdem nach
eventuell bestehendem Drogenkonsum, HIV-Infektion, Ikterus und anderen moglichen
Begleiterkrankungen gefragt. Ferner wurde eine umfassende korperliche Untersuchung
durchgefiihrt und das iibliche internistische Routinelabor bestimmt.

Dabei erfolgte die Messung der Serumkonzentration von Gesamtbilirubin, die Enzymaktivititen der

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase (GOT), der
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alkalischen Phosphatase (AP) und der Gamma-Glutamyl-Transferase (gGT). Es wurde die
Serumaktivitdt des thyroideastimulierenden Hormons (TSH) und die Serumkonzentration von
Kreatinin bestimmt. Man unternahm die Abnahme eines Blutbildes mit Himatokrit, Himoglobin-,
Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenkonzentration, und es fand eine virologische
Diagnostik mit den Parametern Anti-HCV-Antikorper, HCV-RNA, HbsAg und Anti-HIV-
Antikorpern statt.

Zum Ausschluss von autoimmunen Lebererkrankungen erfolgte die Bestimmung Antinukleidrer
Antikorper (ANA), Liver-Kidney-Membrane Antikérpern der Gruppe 1 (LKM 1), Solube-Liver
Antikorper (SLA), Antimitochondrialer Antikdrper (AMA) und Smooth-Muscle Antikérper (SMA).
Um rechtzeitig zur stationdren Therapieeinleitung alle Parameter bereit zu haben, erfolgte die
Abnahme des Blutes fiir Parameter, deren Auswertung lingere Zeit in Anspruch nimmt (z.B. RNA-
Nachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion), im Rahmen eines kurzstationdren Aufenthaltes oder
einer ambulanten Vorstellung kurz vor der stationdren Aufnahme zur Therapieeinleitung. Wihrend
diesem kurzstationdren Aufenthalt wurde bei den meisten der Patienten eine Leberbiopsie, mittels
sonographisch gesteuerter Punktion durchgefiihrt. Bei den restlichen Patienten lagen schon vorher
Leberbiopsien vor, die in den letzten 6 Monaten durchgefiihrt worden waren.

Ferner wurden die Patienten ausfiihrlich iiber die Wirkungen, Nebenwirkungen und

Erfolgsaussichten der bevorstehenden Therapie mit Interferon a 2a und Amantadin aufgeklért.
2.2.2.2 Stationire Einleitung der Therapie

Nach erneuter Abnahme des internistischen Routinelabors und des Blutbildes erfolgte anschlieBend
- unter stationdrer Kontrolle - die Einleitung der Kombinationstherapie. Die Einleitung unter
stationdrer Kontrolle war notig, da man auf diese Weise die bei den Patienten hiaufig zu Beginn der
Therapie auftretenden Nebenwirkungen beobachten und behandeln konnte. Zudem hatte man die
Moglichkeit, die Patienten optimal in die FEigeninjektionstechnik fiir die Verabreichung des
Interferons einzuweisen. Es erfolgte aulerdem nochmals eine genaue Aufklirung der Patienten iiber
mogliche unter Therapie auftretende Nebenwirkungen.

Die Patienten wurden alle auf die im Therapieschema vorgegebene Interferondosis von dreimal
wochentlich 6 Mio. IE Interferon o 2a (Roferon A Injection) subkutan eingestellt. Um die Belastung
durch die eventuell auftretenden Nebenwirkungen zu minimieren, wurde das Interferon abends vor
dem Schlafengehen injiziert. Waren die Nebenwirkungen trotzdem zu belastend fiir den jeweiligen
Patienten, wurde empfohlen Paracetamol in einer Dosis von 1000 mg oral einzunehmen.

Zusitzlich erhielten die Patienten ihre tdglich Dosis Amantadin. Es wurde 2 mal tiglich (um 8 Uhr
und um 16 Uhr) Amantadin (Infex) als Tablette (a 100 mg) unzerkaut mit ausreichend Fliissigkeit

oral verabreicht.
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Vor Entlassung aus dem Krankenhaus wurden die Patienten auf die unbedingte Notwendigkeit der
Compliance ausdriicklich hingewiesen. Die Therapie sollte nun fiir zunéchst drei Monate fortgesetzt
werden, wobei zwischen dem ersten und dem zweiten Monat nach der Therapieeinleitung eine
Kontrolluntersuchung beim Hausarzt des Patienten stattfinden sollte. Bei dieser Untersuchung
wurde die Serumaktivitit der Transaminasen GOT und GPT, der Gamma-Glutamyl-Transferase
und der alkalischen Phosphatase bestimmt. Des weiteren sollte die Konzentration des
Gesamtbilirubins, des thyroideastimulierenden Hormons und des Kreatinins im Blut des Patienten

untersucht und festgehalten werden.
2.2.2.3 Ambulante oder kurzstationdre Wiedervorstellung nach dreimonatiger Therapie

Nach dreimonatiger Therapie wurden die Patienten entweder ambulant vorstellig oder kamen fiir
eine kurzstationdre Wiedervorstellung in die Klinik. Hierbei wurde Blut abgenommen und die
Serumaktivititen der Transaminasen (GOT, GPT, gGT, AP) und die Konzentration des
Gesamtbilirubins, des thyroideastimulierenden Hormons und des Kreatinins bestimmt. Auflerdem
wurden die Patienten nach moglichen aufgetretenen Nebenwirkungen befragt und die Compliance
durch gezielte Befragung seitens des aufnehmenden Arztes kontrolliert. Bei einem Patienten wurde
wegen eines akuten depressiven Schubes die Interferondosis vorzeitig von 6 Mio. IE auf 3 Mio. IE

herabgesetzt. Bei allen anderen Patienten wurde die Therapie unverédndert fortgesetzt.
2.2.2.4 Ambulante oder kurzstationdre Wiedervorstellung nach sechsmonatiger Therapie

Sechs Monate nach Therapiebeginn erfolgte eine erneute ambulante oder kurzstationire
Vorstellung. Hier kam es gemédB dem Therapieschema zur Dosisreduktion des Interferons von 6
Mio. IE auf 3 Mio. IE und das Amantadin wurde abgesetzt. Zur Uberpriifung des Therapieverlaufs
wurden neben den Werten, die auch schon bei den letzten Kontrollen iiberpriift worden waren,
zusitzlich die HCV-RNA mittels Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Wie schon bei der
Dreimonatskontrolle wurden die Patienten nach eventuell aufgetretenen Nebenwirkungen gefragt
und auch die Compliance durch gezielte Befragung seitens des aufnehmenden Arztes iiberpriift. Ein
kleiner Teil dieser Untersuchungen erfolgte bei den Hausédrzten der Patienten, und die
entsprechenden Daten wurden der Inneren Abteilung des Krankenhauses der Barmherzigen Briider

zugesandt.
2.2.2.5 Ambulante oder kurzstationdre Wiedervorstellung nach neunmonatiger Therapie

Neun Monate nach Therapiebeginn wurden erneut die Serumaktivitit der Transaminasen und die
Konzentration des Gesamtbilirubins, des Kreatinins und des thyroideastimulierenden Hormons
gemessen und im Therapieanalysebogen des jeweiligen Patienten festgehalten. Die Dosis des

Interferons wurde laut Therapieschema mit 3 Mio. IE beibehalten. Wiederum wurden die Patienten
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nach moglichen Nebenwirkungen unter Therapie gefragt und auch die Compliance durch Befragung
iberpriift. Bei einigen Patienten erfolgte diese Neunmonatskontrolle auch bei ihren Hausérzten, von

denen die Werte dann an das Krankenhaus iibermittelt wurden.

2.2.2.6 Stationdre Einbestellung zur Abschlussuntersuchung nach zwdlfmonatiger

Therapie

Nach 12-monatiger Therapie wurden die Patienten zur Abschlussuntersuchung stationér
aufgenommen. Bei dieser Untersuchung wurde innerhalb eines internistischen Routinelabors
wiederum die Serumaktivitit der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase, der Glutamat-Pyruvat-
Transaminase, der Gamma-Glutamyl-Transferase, der alkalischen Phosphatase und die
Konzentration des Kreatinins, des Gesamtbilirubins sowie des thyroideastimulierenden Hormons
abgenommen. Auflerdem bestimmte man die HCV-RNA mittels Polymerase-Kettenreaktion. Des
weiteren wurde bei den Patienten eine sonographisch gesteuerte Feinnadelpunktion durchgefiihrt,
um die eventuell unter Therapie aufgetretenen histologischen Verdnderungen zu iiberpriifen. In
einer ausfiihrlichen Anamnese wurden die Patienten iiber mogliche Nebenwirkungen befragt und
auch die Compliance tiberpriift. Vor der Entlassung wurden die Patienten darauf hingewiesen, sich

nach 6 Monaten wieder zur Nachkontrolle ambulant oder kurzstationir vorzustellen.

2.2.2.77 Ambulante oder kurzstationdre Wiedervorstellung sechs Monate nach Beendigung

der Therapie

Sechs Monate nach Therapieende wurde bei den Patienten eine Nachkontrolle durchgefiihrt. Hierbei
wurde im Rahmen eines internistischen Routinelabors die Serumaktivitidt der Lebertransaminasen,
die Konzentration des Gesamtbilirubins, des Kreatinins sowie des thyroideastimulierenden
Hormons diagnostiziert. AuBerdem wurde ein weiteres Mal zur Uberpriifung der Virimie die HCV-

RNA mittels Polymerase-Kettenreaktion bestimmt.

2.2.3 Beschreibung der verwendeten Medikamente

2.2.3.1 Interferon o 2a ( Roferon-A)

Das im Therapieprotokoll verwendete rekombinante Interferon o 2a (Roferon-A, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Germany) ist ein gentechnisch hergestelltes Interferon. Es befindet
sich bereits seit mehreren Jahren im Handel. Roferon-A ist zur Behandlung verschiedener
Krankheiten zugelassen, so der chronischen Hepatitis C und B. Roferon-A Fertiglosung liegt als
gebrauchsfertige Injektionslosung in Ampullen zu 3, 4, 5, 6 und 9 Millionen Internationalen
Einheiten (IE) vor. Die Applikation erfolgt subkutan. Die héufigsten Nebenwirkungen von

Interferon o 2a (Roferon-A) sind grippedhnliche Symptome wie Fieber, Schiittelfrost, Myalgien,
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Kopf- und Gelenkschmerzen, SchweiBausbriiche, Miidigkeit, Abgeschlagenheit sowie
Tachykardien, die etwa 30 - 60 Minuten nach der Applikation auftreten. Diese grippeartigen
Symptome sind zu Beginn der Therapie besonders ausgeprigt und lassen im weiteren Verlauf der
Behandlung meist nach. Bei linger andauernder Therapie treten insbesondere Miidigkeit und
Abgeschlagenheit, Anorexie sowie Gewichtsverlust von etwa 5% des Ausgangsgewichts auf. Selten
werden auch Ubelkeit und Erbrechen, Diarrhten und andere Darmstorungen sowie Benommenheit,
Vergesslichkeit, Polyneuropathien und Depressionen beobachtet. Ebenfalls kann es in seltenen
Féllen zu Hauttrockenheit und méBiger Alopezie kommen. Bei etwa 20% der Patienten konnen
voriibergehend Hypertonie oder Hypotonie sowie Herzrhythmusstorungen auftreten. Vereinzelt
werden auch Reaktionen, wie etwa eine Rétung oder eine Schwellung, an der Einstichstelle
beobachtet.

Bis auf einen Patienten wurde den Patienten Interferon gemidll dem Therapieschema in einer
Dosierung von 6 Mio. IE 3 mal pro Woche fiir die ersten 6 Monate und von 3 Mio. IE 3 mal
wochentlich fiir die letzten 6 Monate der Therapie verabreicht. Bei dem einen Patienten handelte es
sich um einen Responder auf die Therapie, bei dem die Interferondosis schon nach 3 Monaten
aufgrund eines akuten depressiven Schubes auf 3 Mio. IE 3 mal wochentlich herabgesetzt werden

musste.
2.2.3.2 Amantadin (Infex)

Amantadin ist ein Virusstatikum, das zur Chemoprophylaxe und Chemotherapie der Virusgrippe
Typ A zugelassen ist. Weiterhin wird es zur Therapie von Parkinsonsyndromen eingesetzt. In
unserem Therapieoptimierungsversuch behandelten wir die Patienten mit dem Medikament Infex
(Merz + Co. GmbH Co., Frankfurt a.M., Germany), welches Amantadin als Amantadinsulfat
beinhaltet. Durch die Gabe von Amantadin soll die Vermehrung des Hepatitis-C-Virus gehemmt
und die erhohten Lebertransaminasen bei Hepatitis C gesenkt werden. Als Nebenwirkungen konnen
bei Amantadinverabreichung gelegentlich Schwindel, Nervositit, Gedédchtnis-, Konzentrations- und
Schlafstorungen sowie in seltenen Fillen Stimmungsveridnderungen, Alptrdume und
Wahnwahrnehmungen auftreten. Obwohl es keine Hinweise auf ein teratogenes oder mutagenes
Potential von Interferon o und Amantadin beim Menschen gibt, kann ein diesbeziigliches
potentielles Risiko nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, und das Vorliegen einer

Schwangerschaft galt als Ausschlusskriterium fiir den Therapieoptimierungsversuch.
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2.2.4 Biochemische Laboruntersuchungen

Soweit die biochemischen Untersuchungen im klinisch-chemischen Labor des Krankenhauses der

Barmbherzigen Briider erfolgten, wurden die folgenden Verfahren verwendet.

2.2.4.1 Messung der Enzymaktivitdten der Glutamat-Oxalazetat-Transaminase, Glutamat-
Pyruvat-Transaminase, Gamma-Glutamyl-Transferase und der alkalischen

Phosphatase

Die Enzymaktivititen der GOT, GPT, gGT und AP im Serum wurden mit dem Laborautomaten
BM/ Hitachi 717 von Boeringer Mannheim mit einem UV-Test nach der ,,Optimierten Standard-
Methode* der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie bestimmt. Als Normalwerte wurden fiir
die GOT Aktivitdten zwischen 5 und 17 Units pro Liter (U/l) und fiir die GPT zwischen 5 und 22
U/l verwendet. Fiir die gGT lag der Normwertbereich zwischen 6 U/l und 28 U/I und fiir die AP
zwischen 60 U/l und 170 U/1.

2242 Messung der Konzentration des Bilirubins, Kreatinins und des

thyroideastimulierenden Hormons

Die Messung der totalen Bilirubinkonzentration im Serum wurde mit dem Analysensystem OSR
(Olympus System Reagent) 6112 fiir totales Bilirubin durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um
einen photometrischen Farbtest. Als Normwertbereich galt dabei der Wertebereich von 0,1 mg/dl
bis 1,0 mg/dl.

Die Kreatininkonzentration wurde mit dem enzymatischen in vitro Test zur direkten quantitativen
Bestimmung von Kreatinin in Humanserum, -plasma und -urin mit dem klinischen
Analyseautomaten von Roche/Hitachi 717 ermittelt. Hierbei wurde von einem Normwertbereich
zwischen 0,6 mg/dl und 1,1 mg/dl ausgegangen.

Die TSH-Konzentration wurde mit dem Testverfahren AxSYMhTSH Ultrasensitiv 2, einem
Mikropartikel-Enzymimmunoassay, mit dem AxXxSYM Analysegeridt ermittelt. Dabei war der

Normwertbereich zwischen 0,32 mg/dl und 5,0 mg/dl festgelegt.

2.2.5 Virologische Untersuchungen

Die virologischen Untersuchungen erfolgten in erster Linie durch das Max von Pettenkofer-Institut
der Ludwig-Maximilians-Universitdt in Miinchen. Die HCV-RNA wurde durch eine sogenannte
»hested” Polymerase-Kettenreaktion in der konservierten 5 nicht-translatierten Region (5°-NTR)
des HCV-Genoms nachgewiesen. Zur Isolation der HCV-RNA aus dem Serum verwendete man
QlAamp Viral RNA Isolation-Kit der Firma Quiagen. Fiir die RT-Reaktion fand der SuperScript-
RT 2-Kit der Firma Gibco Anwendung.
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2.2.6 Histopathologische Untersuchungen

Die Leberbiopsien wurden mittels sonographisch gesteuerter Leberpunktion an den Patienten
wihrend eines stationidren Aufenthalts durchgefiihrt. Fiir die Punktion wurde eine Crown-Nadel mit
einem Durchmesser von 18 Gauge, einer Linge von 16 Zentimetern und einer Notch von 17
Millimetern verwendet. Es handelte sich dabei um das Fabrikat ,,Automatic cutting needle with
ultrasound tip & depth markings ACN 816 von Manan Medical Products Inc. Die so gewonnenen
Leberbiopsien wurden anschlieBend zur Befundung an das Pathologische Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitdt in Miinchen geschickt. Zur Erstellung der histologischen Ergebnisse
wurden in der Studie die einzelnen Befunde nach dem semiquantitativen histologischen
Aktivitdtsindex nach Knodell et al.[8] beurteilt. Dabei wurden die Befunde auf die Kriterien
periportale Nekrosen und Briickennekrosen, intralobuldre Degeneration und fokale Nekrose, portale
Entziindung sowie Fibrose hin untersucht und je nach Vorkommen und Ausmall mit einem

bestimmten Punktwert belegt.
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Tabelle 5: Histologischer Aktivitditsindex nach Knodell et al.[8]

I. Periportale und

II. Intralobulire

II1. Portale

Nekrose

/ oder Score | Degeneration und Score Entziindung Score | IV. Fibrose | Score
Briickennekrosen fokale Nekrose
A. Keine portale .
A. Keine 0 A. Keine 0 Entzﬁndugg 0 A Keine 0
Fibrose
B. Gering
(azidophile
Korperchen,
Ballonierung und / B. Gering
B. Geringe oder verstreute (Verstreuung der
: Herde von Entziindungs- B. Portale
Motten- 1 .. 1 . . 1 . 1
fraBnekrosen hepatozeuularer zellen in weniger Fibrose
Nekrose in als 1/3 der
wenigerals 1/3 Portalfelder)
der Lobuli oder
Noduli)
C. MiBige
Motten- C. MiBig C. Briicken-
fraBnekrosen (i.e. C. MiBig (1 /3 bis - fibrose
weniger als 50% 2/ 3 der Lobuli (Entzupdungs- . (portal -
3 . 3 zellen in 1/ 3 bis 3 3
der Umgebung oder Noduli sind 2/ 3 der portal oder
der meisten betroffen) Portalfelder) portal -
Portalfelder) zentral)
D. Deutliche D. Deutlich
Motten- (dichte
fraBnekrosen (i.e. D. Deutlich (mehr Ansammlung
mehr als 50% der als 2/ 3 der Lobuli von .
Umgebung der 4 oder Noduli sind 4 Entziindungs- 4 D. Zirthose 4
meisten betroffen) zellen in iiber
Portalfelder) 2 /3 der
Portalfelder)
E. MiBige
Mottenfral3-
nekrosen und 5
Briickennekrose
F. Deutliche
Mottenfral3-
nekrose und 6
Briickennekrose
G. Multilobulére 10
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2.2.7 Definition von initialer, dauerhafter, partieller Response und Non-Response

Bei der Beurteilung des Therapieerfolges der Kombinationstherapie wurde aufgrund der
bekanntlich hohen Riickfallraten bei Therapie der chronischen Hepatitis C die Response des
Patienten unter Therapie folgendermal3en definiert:

Man spricht von einer initialen Response, wenn es nach 6-monatiger Therapie zur Normalisierung
der Transaminasen (GPT und GOT) und zum Verschwinden der HCV-RNA im Serum des
Patienten kommt.

Als dauerhafte Response (Sustained Response) wird in diesem Therapieoptimierungsversuch eine
Normalisierung der Transaminasen GPT und GOT und das Verschwinden der HCV-RNA im Serum
des Patienten 6 Monate nach dem Therapieende bezeichnet.

Unter partieller Response versteht man in dieser Studie das initiale Ansprechen auf die Therapie mit
normalen Transaminasenwerten und Verschwinden der HCV-RNA im Serum des Patienten nach
spitestens 6-monatiger Therapie (siehe oben), auf welches dann aber im weiteren Verlauf der
Therapie wieder ein Anstieg der Transaminasen in pathologisch hohe Werte und ein
Wiederauftreten der HCV-RNA im Serum des Patienten folgt.

Non-Response liegt vor, wenn nach einem 6-monatigen Therapieverlauf keine Normalisierung der
Serumaktivititen der Transaminasen GOT und GPT auftritt, und immer noch HCV-RNA im Serum

des Patienten mittels Polymerase-Kettenreaktion gefunden werden kann.

2.2.8 Statistische Auswertung

In diesem Abschnitt der Studie soll untersucht werden, ob und wann die Kombinationstherapie von
Interferon o 2a und Amantadin eine Verbesserung der definierten Verlaufsparameter im Vergleich
zu den Ausgangswerten erbrachte. Hierfiir wurde vor allem auf die deskriptive Statistik Wert gelegt
und damit auf die griindliche Darstellung des Verlaufes der verschiedenen Laborparameter unter der
Therapie.

Des weiteren soll nachgewiesen werden, ob es zu einer signifikanten Verdnderung des
histologischen Leberbefundes nach Beendigung der Therapie bei den Patienten kam, die sich
sowohl vor als auch nach der Therapie einer Leberbiopsie unterzogen haben. Ferner soll iiberpriift
werden, ob es einen Zusammenhang zwischen einer Response und einem bestimmten
histologischen Ausgangsstadium gibt. Aulerdem soll bewertet werden, ob es eine Korrelation
zwischen dem histologischen Akitvitdtsgrad und den Werten der Lebertransaminasen GOT und
GPT gibt.

Zuletzt soll evaluiert werden, ob es zu einer signifikanten Verdnderung der Blutwerte TSH,
Bilirubin und Kreatinin unter der Kombinationstherapie mit Interferon a 2a und Amantadin kam.

Als Signifikanzniveau wurde in dieser Studie von einem p-Wert < 0,05 ausgegangen.
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Fiir diskrete und stetige Messwerte wurde der Wilcoxon-Test fiir paarweise Differenzen,
beziehungsweise der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney zu Hilfe genommen.
Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Korrelationskoeffizienten Rho nach Spearman.
Fiir Daten, die als Hiufigkeiten vorliegen, wurde der Mc Nemar-Test verwendet. Nur fiir Daten mit
Konstanten wurde ersatzweise der Vorzeichentest nach Dixon und Mood verwendet.
Wenn von Mittelwerten oder Mittel gesprochen wird, so ist das arithmetische Mittel gemeint.
Entsprechende Ergebnisse werden im Text als Mittelwert plusminus Standardabweichung
angegeben.
Die Abkiirzung s bedeutet Standardabweichung der Stichprobe, n bedeutet Umfang der Stichprobe.
Die statistische Auswertung der Studie erfolgte mit dem Programm EDA entwickelt von der LMU-
Miinchen und mit dem Programm SAS-System.
Die Daten und Ergebnisse unseres Therapieoptimierungsversuchs werden in dieser Studie anhand
eines historischen Vergleichs mit Daten und Ergebnissen aus der Literatur verglichen und

diskutiert.
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3. Ergebnisse

3.1 