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1 Einleitung
1.1 Genetische Faktoren in der Krankheitsatiologie

Ein Teil der genetischen Erkrankungen wird durch Mutationen eines einzigen Gens
bedingt und nach den Mendelschen GesetzmaBigkeiten vererbt (z.B. Mukoviszidose,
Phenylketonurie). Ein weitaus groBerer Teil von Erkrankungen wird nicht durch
Mutationen eines einzigen Gens, sondern durch das Zusammenspiel verschiedener
genetischer Alterationen in unterschiedlichen Genen verursacht. Darlber hinaus
existieren klinische Erscheinungsbilder, die erst durch Interaktionen genetischer und
nicht genetischer Faktoren zustande kommen, und die daher als multifaktoriell zu
werten sind. Die nicht genetischen Faktoren werden allgemein als Umweltfaktoren
bezeichnet, schlieBen genau genommen aber auch stochastische und epigenetische

Faktoren mit ein.

Bei multifaktoriellen Erkrankungen ist der Prozentsatz von Tragern einer bestimmten
Genvariante, die im Laufe ihres Lebens erkranken, haufig geringer als bei monogenen
Erkrankungen, fir die haufig die Penetranz bekannt ist, das heiBt also die
Wahrscheinlichkeit, mit der es zur Krankheitsauspradgung kommt. Daher werden zur
Beschreibung einer multifaktoriellen Erkrankung die Begriffe Suszeptibilitdt oder
Disposition verwendet. Die Disposition kann dabei auf einem oder auch mehreren
Genotypen beruhen, die erst unter bestimmten Umweltbedingungen zu funktionellen

Stérungen fihren.

Auch die Leberfibrose bei chronischen Lebererkrankungen und das hepatozellulare
Karzinom (HCC) kénnen als multifaktorielle Erkrankungen betrachtet werden, deren
natdrlicher Verlauf abhangig ist von exogenen Faktoren (z.B. Virusinfektion,
Alkoholkonsum), aber auch von der Kombination verschiedener verédnderter Gene,

welche bei der Interaktion mit der Umwelt eine Schlisselrolle spielen.

Im Rahmen der hepatischen Fibrogenese spielen Mediatoren des Immunsystems, des
Metabolismus sowie der Zellregulation eine wesentliche Rolle. Prinzipiell unterliegt jeder
Schritt, von der ersten hepatozellularen Schadigung, tber die komplexe Aktivierung und

Transdifferenzierung von Sternzellen bis hin zur Ausbildung der Leberzirrhose, einer



2

komplexen genetischen Kontrolle (Bataller et al., 2003). In den letzten Jahren wurden
genetische Varianten einiger Kanditatengene hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die

Fibrogenese der Leber untersucht (Abbildung 1).

Pathophysiologie Kandidatengene

Suszeptibilitat fir auslésendes Agens
z.B. Alkohol, HBV, HCV, (AIH, PBC/PSC)

ADH, ALDH, ApoE, HFE
mikrosomale Epoxidhydrolase
TNF-a

Leberschadigung, oxativer Stress
CD14, Cyp2E1, MnSOD
HFE, TAP2

Immunreaktion mit Hepatitis

HLA-System, IL-1, IL-1-Rezeptor
IL-10, TAP2, TGF-B, TNF-a

Sternzellaktivierung

Angiotensinogen, Faktor V, LDL-
Rezeptor, TGF-$

Kollagensynthese

Abbildung 1: Pathophysiologie der Leberfibrose und Angriffspunkte méglicher profibrogener
Kandidatengene (Bataller et al., 2003)

Varianten dieser Gene kdnnen dabei flr erhebliche Unterschiede bezlglich der
Progression einer Leberzirrhose verantwortlich sein. Darin wird unter anderem eine
Ursache fur die unterschiedlich starke Progression der Lebererkrankung bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion gesehen (Poynard et al., 1997). In Abbildung
2 sind die Verlaufsmdglichkeiten der Leberzirrhose bei chronischen Lebererkrankungen

schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Verlaufsmdglichkeiten der Leberfibrose bei

chronischer Hepatitis C-Virusinfektion

Das Verstandnis des Beitrags genetischer Faktoren zur Atiologie und Pathogenese

multifaktorieller Erkrankungen ist derzeit Gegenstand intensiver
Forschungsbemuhungen.
1.2 Genetik

1.2.1 Genvariationen

Es ist davon auszugehen, dass eine Vielzahl der flr bestimmte Erkrankungen
pradisponierenden genetischen Merkmale durch eine Kombination verschiedener

Variationen (Synonyme: Varianten, Alterationen) in unterschiedlichen Genen vermittelt

wird.

Die haufigste Form der Genvariation ist der so genannte ,single nucleotide
polymorphism® (SNP), bei dem es zum Austausch eines Nukleotids im DNA-Molekdl
kommt. Liegt ein SNP im kodierenden Bereich einer Gen-Sequenz, kann das einen

Aminosaureaustausch im resultierenden Protein zur Folge haben.
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Bestimmte Genvariationen kénnen in verschiedenen Populationen unterschiedliche
Haufigkeiten aufweisen. Ein Basenaustausch in einem bestimmten Gen kann in einer
Population als Mutation und in einer anderen als Genvariation gelten. Im Allgemeinen
beschreibt der Begriff Mutation ein seltenes Merkmal mit einer Allelfrequenz von unter
1% oder ein spontanes de novo Ereignis, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit zur
Erkrankung fuhrt, wéhrend eine Genvariation sich mit einer hohen Allelfrequenz von

Uber >1% im Erbgut einer Population befindet und eine geringe Penetranz besitzt.

Schatzungsweise 50 000 — 250 000 Genvariationen, von denen die meisten in oder in
der Nahe der etwa 30 000 Gene liegen, haben einen biologischen Effekt (Risch, 2001).
Sie bilden die molekulare Grundlage fir die meisten phanotypischen Unterschiede
zwischen Individuen und kénnen erklaren, warum sich die gleichen Umweltfaktoren auf

verschiedene Menschen unterschiedlich auswirken.

1.2.2 Genetische Risikofaktoren der hepatischen Fibrogenese

Eine Ubersicht (iber einige bisher beschriebene mit der Leberzirrhose assoziierte

Genvarianten gibt Tabelle 1:



Tabelle 1: Ubersicht tiber die bisher mit der Leberfibrose assoziierten Genvarianten und
Mutationen (Wasmuth et al., 2003; Bataller et al., 2003).

Kandidatengen Proteinfunktion Genvariante Effekt auf Protein Effekt auf Lebererkrankung
Fibrogenese
ADH2/3 Ethanolmetabolismus ADH2 c1, c2, c3 Allele |Aktivitat 1 Variabel Alkoholinduziert
ADH3 c1, c2, c3 Allele
ALDH2 Ethanolmetabolismus ALDH2 c2/c2 Allel Abnormale Funktion |+ Alkoholinduziert
Angiotensinogen |Sternzellaktivierung 6G—A Transkription 1 + HCV-Infektion
a-Antitrypsin Proteinaseinhibitor PiZ Alkoholinduziert,
kryptogen?
ApoE Lipoproteinrezeptor? €4 Allel Abnormale Funktion |+ HCV-Infektion, PBC
Rezeptor fiir Viren?
CCR5 Chemokinrezeptor A32 -(?) HCV-Infektion
CD14 LPS-Rezeptor -159C—>T Transkription 1 + Alkoholinduziert
CTLA-4 Immunantwort -66 A—>G Transkription 1 + Alkoholinduziert
Cyp2E1 Ethanolmetabolismus ci/c2, c2/c2 Allele Aktivitat 1 + Alkoholinduziert
Faktor V Gerinnungssystem Faktor V Leiden + HCV-Infektion
HFE Eisenmetabolismus, 845 G — A (C282Y) |Abnormale Funktion |+ Hamochromatose,
Eisenaufnahme 187 C — G (H63D) HCV-Infektion,
NASH
HLA-II Haplotypen |Immunantwort verschiedene Allele Variabel Variabel HCV-Infektion, PBC
Alkoholinduziert,
IL-1B Zytokin, pro- -3953T—>C Sekretion 1 + Alkoholinduziert,
inflammatorisch S11C->T PBC
IL-1-Rezeptor Immunsytem, pro- VNTR Intron 2 Transkription 1 + Alkoholinduziert,
inflammatorisch PBC
IL-10 Zytokin, anti- -627C —> A Transkription | + Alkoholinduziert,
inflammatorisch HCV-Infektion
LDL-Rezeptor Fettstoffwechsel, Exon 8 T370A + HCV-Infektion
Lipoproteinrezeptor
MCP-1 Chemokin 251A -G HCV-Infektion
Mikrosomale Biotransformation -613C — T, Exon 3  |Abnormale Funktion, |+ HCV-Infektion
Epoxidhydrolase Transkription |
MnSOD Antioxidant 1183C—>T Abnormale Funktion |+ Alkoholinduziert
Myeloperoxidase |Oxidativer Stress 463G — A HCV-Infektion
Endotheliale NO- |Vasodilatation -786 T—C PBC
Synthetase 894G ->T
TAP2 Immunantwort 0201 Allel Abnormale Funktion |+ Alkoholinduziert
TNF-a Zytokin, pro- -308G — A Transkription 1 + HCV-Infektion, PBC
inflammatorisch 238G —- A Alkoholinduziert,
TGF-B Zytokin, Codon 10, Codon 25  |Produktion 1 + HCV-Infektion
Sternzellaktivierung

1.2.3 Genetische Risikofaktoren, die mit dem hepatozellularen Karzinom assoziiert

sind

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines HCC missen unter anderem auch
Genvarianten und Mutationen in metabolischen Enzymen angesehen werden, die in der

Leberzelle Aufgaben der Aktivierung und Detoxifikation von Mutagenen Ubernehmen



(Tabelle 2).

Tabelle 2: Auswahl von Genvarianten und Mutationen, die mit dem HCC assoziiert sind.

Kandidatengen Proteinfunktion Genvariante, Mutation Effekt auf Protein Effekt auf HCC |Lebererkrankung
HFE Eisenmetabolismus, (845 G — A (C282Y) Abnormale Funktion |+ ( ?) HCV, HBV,
(Fargion et al., 2001; |Eisenaufnahme 187 C — G (H63D) Alkohol,
Fracanzani et al., Hamochromatos
2005; Willis et al., e
2005)

CYP2E1 Ethanolmetabolismus |c1/c2, c2/c2 Allele Aktivitat 1 variabel Alkohol

(Lee et al., 1997)

CYP1A1 Biotransformation Mspl + Rauchen

(Yu et al., 1995) lle-Val

UGT1A7 Detoxifikation UGT1A7*3-Allel Aktivitat | + verschiedene

(Vogel et al., 2001)

p53 Tumor Supressor Gen |Pro-Allel an Codon 72 + verschiedene
(Yu et al., 1999)

TGF-B1 Sternzellaktivierung  |-509C —» T bei HBV
(Kim et al., 2003) L10P

IL-10 Zytokin, anti- IL-10-haplotyp2 Transkription 1 + HBV

(Shin et al., 2003) inflammatorisch

Epoxid-Hydrolase Detoxifikation + Aflatoxin B1
(McGlynn et al.,

1995)

Gluthation S- Detoxifikation + Aflatoxin B1
Transferase M1

(McGlynn et al.,

1995)

MnSOD antioxidatives Enzym |Ala/Val-MnSOD + Alkohol

(Sutton et al., 2006)

Pro/Leu-GPx1

1.3

HFE-Gen-Varianten

1.3.1 Historisches und genetische Grundlagen

1976 wurde durch Simon et al. erstmals der Verdacht geduBert, dass es sich bei der

Hamochromatose, einer behandelbaren Eisenspeicherkrankheit, um eine genetische

Erkrankung handelt (Simon et al.,

1976).

Er vermutete eine Assoziation des

verursachenden Gens mit den Histokompatibilititsantigenen HLA (,Human Leucocyte
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Antigene®)-A3 und -B14. Daher wurde anfangs das Hdmochromatose-Gen dem MHC
(,Major Histocompatibility Complex“) zugerechnet und als HLA-H-Gen bezeichnet.

Im Jahre 1996 konnten Feder et al. auf dem kurzen Arm des Chromosom 6, 3 Mb
telomerisch zum MHC, das krankheitsrelevante Gen klonieren (Feder et al., 1996).
Zunachst wurde es weiterhin als HLA-H-, spater dann als HFE-Gen bezeichnet. Es
wurden 2 Punktmutationen dieses Gens (C282Y, OMIM #235200.0001 und H63D,
OMIM  #235200.0002) identifiziert. Bei der (C282Y-Variante resultiert ein
Nukleotidaustausch an Position 845 von Guanin zu Adenin in einen
Aminosaureaustausch von Cystein (C) zu Tyrosin (Y). Hingegen wird bei der H63D-
Variante Cytosin durch Guanin am Nukleotid 187 und dadurch Histidin (H) durch
Asparaginsaure (D) im HFE-Protein ersetzt (Feder et al., 1996).

1999 wurde von Mura et al. eine dritte Substitution im HFE-Gen (S65C, OMIM
#235200.0003) am Nukleotid 193 mit einem Austausch von Adenin zu Tyrosin, der in
einen Aminosaureaustausch von Serin (S) zu Cystein (C) resultiert, beschrieben (Mura
et al., 1999). Seitdem wurden einige weitere Variationen im HFE-Gen gefunden, deren

Datenlage jedoch lasst keine Schllisse auf eine funktionelle Bedeutung zu.

Die Allelfrequenz der C282Y-Variante zeigt eine starke geographische Variation. In
Europa ist ein starkes Nord/West-Sid/Ost-Gefélle zu beobachten mit einer
Allelfrequenz von 5,1 — 9,7% in Nordeuropa, 3,1 — 4,8% in Mitteleuropa und 0 — 3,1% in
Sldeuropa (Lucotte und Dieterlen, 2003). In Irland betragt die Frequenz bis zu 14%.
Dies wird als Hinweis auf einen keltischen Ursprung der C282Y-Variante interpretiert
(Lucotte und Dieterlen, 2003). Wahrscheinlich ist die C282Y-Variante auf einem
einzigen Chromosom (Haplotyp) entstanden und hat sich durch einen Griinder-Effekt
und durch Migration in Europa ausgebreitet. Milman et al. hingegen stellten die
Hypothese auf, dass die C282Y-Variante vor 60 bis 70 Generationen in
Sudskandinavien aufgetreten ist und sich durch die Migrationsbewegungen der
Wikinger verbreitet hat (Milman und Pedersen, 2003). Méglicherweise ist die hohe
Pravalenz der C282Y-Variante ein Hinweis darauf, dass der Phanotyp in der Evolution
eine Uberlebensvorteil bei Nahrungsmangel, Infektionen und rezidivierendem

Blutverlust (z.B. bei Geburten, kriegerischen Auseinandersetzungen) darstellte und die
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Genvariante somit einer positiven Selektion unterworfen war (Merryweather-Clarke et
al., 2000).

Die H63D-Variante zeigt eine Allelfrequenz von 16-25% (Bacon et al., 1999). Die
Verteilung variiert zwar innerhalb von Europa, jedoch zeigt sie kein Nord-Sid-Gefalle
wie die C282Y-Variante. Anders als diese, ist die H63D-Variante in der ganzen Welt zu
finden, wahrend die C282Y-Variante in Populationen nicht-europaischer Herkunft kaum
zu finden ist (Worwood, 2005).

1.3.2 Genotyp-Phéanotyp-Korrelation

Die Angaben Uber den Phénotyp der HFE-Gen-Varianten variieren stark. Erhdhte
Eisenwerte der Leber werden in nahezu allen Patienten gefunden, die homozygot sind
fir die C282Y-Variante (Lyon und Frank, 2001). Laut Beutler et al. erkranken jedoch
weniger als 1% der Patienten mit einer homozygoten C282Y-Variante an einer klinisch
manifesten Eisenspeichererkrankung (Beutler et al., 2002).

Auf die HFE-Gen-Varianten geht die klassische hereditdre Hdmochromatose zurlck.
Durchschnittlich 85 — 90% der Patienten mit manifester Hamochromatose sind Trager
der homozygoten C282Y-Variante (Feder et al., 1996). Wesentlich seltener (3-5%) kann
eine so genannte Gemischte-Heterozygotie C282Y/H63D im HFE-Gen nachgewiesen
werden (Bacon et al., 1999). In 10 bis 15% der Falle ist der Himochromatose-Phanotyp
bei Alterationen in anderen Genen mit Bedeutung fir den Eisenmetabolismus
(Ferroportin, Transferrinrezeptor 2, Hepcidin) zu finden (Pietrangelo, 2004). Die
hereditare Hamochromatose gehort Zu den haufigsten vererbten
Stoffwechselerkrankungen. Es kommt auf Grund der erhdhten intestinalen
Eisenresorption zu einem Anstieg des Gesamtkdrpereisens und zu einer vermehrten
Einlagerung von Eisen in parenchymatdsen Organen, wie z.B. Leber, Pankreas und
Herz. Die Organe werden dadurch anfangs reversibel, im spéateren Verlauf irreversibel

geschéadigt.

Heterozygote Anlagetrager fiur die C282Y-Variante erkranken nicht haufiger an
Hamochromatose als die Normalbevélkerung. Dennoch konnte gezeigt werden, dass

die Transferrinsattigung, das Serum-Ferritin sowie die hepatische Eisenkonzentration



9

bei heterozygoten Anlagetragern erhéht sind (Beutler et al., 2003; Bulaj et al., 1996).
Besonders bedeutsam ist auch der Nachweis einer Eisenakkumulation in der Leber.
Allerdings entwickeln diese Individuen keine progressive Lebererkrankung, wenn
andere Komorbiditatsfaktoren fehlen (Wallace et al., 1999).

Auch die H63D-Variante flhrt zu einer milden, aber nachweisbaren Eisenakkumulation
(Beutler et al., 2000). Patienten mit einem gemischt-heterozygoten C282Y/H63Y-
Genotyp weisen erhdhte Eisen-Parameter im Serum bei nur geringer
Eisenakkumulation in der Leber auf (Lim et al., 2004).

Insgesamt unterliegt die Genotyp-Phanotyp-Assoziation bzw. der klinische Verlauf einer
breiten Variation auf Grund anderer Komorbiditatsfaktoren wie Geschlecht, Alter,
Erndhrung und Umweltfaktoren. Dies erschwert das Verstandnis der Genotyp-
Phanotyp-Korrelation zusatzlich. Bei pramenopausalen Frauen fallt z.B. auf Grund des
physiologischen Eisenverlustes die Eisenakkumulation insgesamt geringer aus als bei
Mé&nnern (Barton et al., 1996).

1.3.3 Pathophysiologie der Eisenakkumulation

Das HFE-Gen-Produkt weist Strukturahnlichkeit mit dem klassischen MHC-Molekul der
Klasse | auf, jedoch bindet und prasentiert es keine endogenen Peptide (Bacon et al.,
1999). Es ist hauptsachlich an der basolateralen Membran der Enterozyten in den
Dunndarmkrypten lokalisiert und besitzt neben drei extrazellularen Doméanen (al, o2,
a3) eine Transmembrandoméane und einen kleinen zytoplasmatischen Teil. Das HFE-
Protein geht Uber die a3-Region eine nicht kovalente Bindung mit Bo-Mikroglobulin ein
(Enns, 2001). Der HFE-B2>-Mikroglobulin-Komplex erhéht die Affinitat des
Transferrinrezeptors zu Transferrin. Die Aufnahme des an Transferrin gebundenen
Eisens Uber den Transferrinrezeptor geschieht via Endozytose. Die Eisenmolekile
werden intrazellular aus dem Endosom freigesetzt. Eine erhéhte Konzentration
intrazellularen Eisens reprimiert die Expression des DMT1-Transporters (divalenter
Metallionen-Transporter 1), der an der apikalen Seite der Enterozyten an der

Dinndarmzottenspitze fiir die intestinale Eisenresorption zustandig ist.

Biochemische und strukturelle Analysen des HFE-Proteins ergaben, dass die C282Y-
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Gen-Variante auf Grund des Ausbleibens einer intramolekularen Disulfidbriicke zu einer
inkorrekten Faltung des Proteins fihrt. Daraus resultiert eine Retention im
Endoplasmatischen Retikulum und die Prasentation an der Zelloberflache wird
verhindert (Feder et al., 1997). Da der positiv modulierende Effekt des HFE-Protein-3,-
Mikroglobulin-Komplexes am Transferrinrezeptors ausbleibt, wird weniger Transferrin
gebunden und in der Folge weniger Eisen in die Kryptenzellen aufgenommen. Durch
die Abnahme der intrazellularen Eisenkonzentration in den Enterozyten wird die
Expression von DTM1-Rezeptoren enthemmt und daher auch die Eisenresorption der
spater aus den Krypten in die Villi gewanderten Enterozyten aus dem Darmlumen
verstarkt. Dieses pathogenetische Modell der ungebremsten Eisenaufnahme wird auch

als ,crypt-programming-model“ bezeichnet.

Die H63D-Variante hat keine Auswirkung auf die Bindung von B2-Mikroglobulin bzw. die
Formation des HFE-B.-Mikroglobulin-Komplexes, reduziert jedoch die Affinitat des
Transferrinrezeptors zu Transferrin (Bacon et al., 1999).

Die Effekte der C282Y- und H63D-Variante sind schematisch in Abbildung 3 dargestellt.

normal c282Y H63D

Protein

C% HFE- ‘ p2-Mikroglobulin 8 Transferrinrezeptor ‘ Transferrin

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Effekte der C282Y- und H63D-Variante

Um die bei mutiertem HFE-Protein erhdhte duodenale Eisenaufnahme zu erklaren wird
auch ein zweites pathogenetisches Modell diskutiert (Németh et al., 2004). Dieses

Modell postuliert eine zentrale Rolle des ,Eisenhormons® Hepcidin, welches von den
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Hepatozyten synthetisiert wird und die Eisenaufnahme im Duodenum sowie die
Eisenfreisetzung durch Makrophagen und Hepatozyten hemmt. Die Hemmung erfolgt
durch eine direkte Bindung des Hepcidins an Ferroportin  mit anschlieBender
Internalisierung und Degradation. Bei hoher Eisenkonzentration im Plasma wird viel
Hepcidin freigesetzt, was zur Eisenfreisetzung fihrt. Bei niedriger Eisenkonzentration
wird die Hepcidin-Synthese gedrosselt und die Eisenaufnahme im Duodenum bzw. die
Freisetzung durch Makrophagen erhéht. So besteht eine inverse Korrelation zwischen
Hepcidin-Spiegel und Eisenaufnahme bzw. Freisetzung. Bei der HFE-Gen-assoziierten
Hamochromatose ist diese physiologische Regulation gestért. Hier finden sich zu
niedrige Hepcidin-Spiegel, weshalb die Eisenaufnahme trotz Eisenlberladung

ungebremst fortgesetzt wird.

1.4 Chronische Lebererkrankungen
1.4.1 Epidemiologie und Atiologie

In Europa und Nordamerika werden etwa 30 bis 50% aller chronischen
Lebererkrankungen und bis zu 80% aller Leberzirrhosen durch erhéhten Alkoholkonsum
verursacht. Das Institut fir Therapieforschung errechnete flr das Jahr 2006, dass Uber
8 Millionen Deutsche im Alter von 18 bis 69 Jahren einen riskanten Alkoholkonsum
(tagliche Aufnahme von mehr als 40g Reinalkohol bei Mannern bzw. 20g Reinalkohol
bei Frauen) aufweisen (Institut far Therapieforschung, 2006). Bei chronischem
Alkoholkonsum Uber diesen Grenzwert entwickeln 30% der Betroffenen eine
Fettleberhepatitis und das Risiko fir Leberzirrhose ist 6fach erhéht.

Eine ebenfalls sehr bedeutsame Ursache chronischer Lebererkrankungen ist die
Infektion mit Hepatitis B- und C-Viren. Die chronische Hepatitis B-Virusinfektion ist eine
Infektionskrankheit mit weltweit etwa 300 bis 420 Millionen HBV-Tragern (ca. 5 bis 7%
der Weltbevélkerung) und verursacht ca. 1 Millionen Todesfélle im Jahr. Es ist davon
auszugehen, dass 0,4 bis 0,8% der bundesdeutschen Bevélkerung Virustrager sind
(Robert Koch Institut, 2006). Risikogruppen sind i.v.-Drogenabhangige, promiskuitive
Hetero- und Homosexuelle, Empféanger von Blutprodukten, Dialysepatienten und



12

Beschaftigte im medizinischen Bereich. Der natirliche Verlauf der Hepatitis B-
Virusinfektion ist variabel. Das Spektrum der Symptome reicht von einer unbemerkten
oder symptomarmen bis hin zu einer fulminanten Hepatitis. Etwa 10 bis 30% der
Patienten entwickeln eine chronische Hepatitis B-Virusinfektion. Von diesen Patienten
erreichen wiederum ca. 15% das Stadium einer Leberzirrhose und 0,5% entwickeln ein
HCC.

Etwa 100 bis 139 Millionen Menschen weltweit sind laut den Angaben des Robert-Koch-
Instituts chronisch mit dem Hepatitis C-Virus infiziert. Entsprechend der Inzidenzrate der
Hepatitis C-Virusinfektion sind vor allem Lander im asiatischen und afrikanischen Raum
sowie Lander in Stideuropa betroffen. In Deutschland betragt die Pravalenz von HCV-
Antikérpern etwa 0,4 bis 0,7%. Da 60 bis 80% der Infektionen chronisch verlaufen,
leben in Deutschland schatzungsweise 400 000 bis 500 000 Virustrager (Robert Koch
Institut, 2006). Risikogruppen sind unter anderem i.v.-Drogenabhangige, Empfanger
von Blutprodukten oder Organtransplantaten, medizinisches Personal und
Sexualpartner von HCV-Tragern. In Europa und Nordamerika verursacht die Hepatitis
C-Virusinfektion ca. 40% der Zirrhoseerkrankungen und etwa 60% der HCC. Da ein
Anstieg der HCV-Pravalenz zu verzeichnen ist, wird erwartet, dass die HCV-assoziierte
Morbiditat und Mortalitat in den kommenden Jahren noch steigen wird (Robert Koch
Institut, 2006).

Die Autoimmunhepatitis ist eine chronische, entziindliche Lebererkrankung, von der in
70 bis 90% der Félle Frauen betroffen sind, und die mit zwei Altersgipfeln zwischen
dem 10. und 30. sowie dem 50. und 70. Lebensjahr auftritt. Als Ausléser werden
Umwelttoxine, bakterielle Antigene (z.B. Salmonellen-Antigene) und Viren diskutiert.
Charakteristisch ist das Auftreten von Autoantikérpern (ANA, SMA, LKM-1, SLA/LP).
Sie sind nicht fur die Pathogenese der Autoimmunhepatitis verantwortlich, stellen aber
fur die Diagnose fluhrende serologische Marker dar. Unbehandelt kann die

Autoimmunhepatitis in eine Leberzirrhose Ubergehen.

Atiologisch weiterhin bedeutsam ist die primar bilidre Zirrhose, eine chronische,
nichteitrige und destruierende Cholangitis unbekannter Ursache. Sie betrifft in 90% der
Falle Frauen. Charakteristisch flr die primar bilidre Zirrhose ist der Nachweis
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antimitochondrialer Antikérper (AMA) und Antikérper gegen Gallengénge. Histologisch
finden sich Gallengangsdestruktionen, Gallengansproliferation und entzindliche
Infiltrate in den Portalfeldern. Innerhalb von 10 bis 20 Jahren kann sie unbehandelt zur
Leberzirrhose flhren. In bis zu 10% kénnen auch Mischformen z.B. von priméar biliarer
Zirrhose und Autoimmunhepatitis auftreten (Overlap-Syndrom).

Unter der primar sklerosierenden Cholangitis (PSC) versteht man eine progredient
fibrosierende Krankheit der Leber, die zu einer bindegewebigen Ummauerung der
extra- und intrahepatischen Gallenwege flihrt. Die Inzidenz betragt ca. 1 — 5/100 000
Einwohnern. Die PSC ist in 80 bis 90% mit einer chronisch entzindlichen
Darmkrankheit (Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn) vergesellschaftet. Unbehandelt

kann sie in 10 bis 20 Jahren zur Zirrhose flhren.

Bei der nichtalkoholischen Leberverfettung (,nonalcoholic fatty liver disease“, NAFLD)
und, im Fall von hinzutretender Entzindung, bei der nichtalkoholischen
Fettleberhepatitis (,nonalcoholic steatohepatitis®, NASH) werden histologisch ahnliche
Veranderungen wie bei der alkoholischen Leberverfettung beobachtet. NAFLD und
NASH kommen gehauft bei Patienten mit Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und
metabolischem Syndrom vor.

1.4.2 Leberzirrhose

Im Rahmen einer hepatozellularen Schadigung transdifferenzieren Sternzellen (Ito-
Zellen), durch Entziindungsmediatoren aktiviert, zu Myofibroblasten und proliferieren.
Der myofibroblastische  Phanotyp der Sternzellen synthetisiert vermehrt
Extrazellularmatrix, was letztendlich zu einer Fibrosierung der Leber flihren kann
(Wasmuth et al, 2003). Die Leberzirrhose ist Folge dieses diffusen
Vernarbungsprozesses, der durch kontinuierlichen Zelluntergang unterhalten wird.
Durch fibrotische Brlckenbildung zwischen benachbarten Portalfeldern und zwischen
Portalfeldern und Zentralvenen kommt es zu einer Zerstérung der GefaB- und
Lappchenarchitektur der Leber. Daraus resultiert eine strukturelle und funktionelle
Veranderung des Leberparenchyms. Des Weiteren kommt es zur Bildung von so
genannten Regeneratknoten. Solange keine klinischen Folgen wie Aszites, Ikterus oder
hepatische Enzephalopathie vorgefunden werden, wird die Leberzirrhose als
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kompensiert bezeichnet.

Da ein groBer Teil der Leberzirrhosen symptomlos und daher unerkannt bleibt, kann
ihre Inzidenz und Pravalenz nicht prazise bestimmt werden. Fir die USA und
Nordeuropa wird die Inzidenz auf 250 Falle pro 100 000 Einwohner im Jahr geschatzt

(Caselmann et al., 1997). Manner sind weitaus haufiger betroffen als Frauen.

1.4.3 Leberzellschiden durch Eisen

lonisiertes Eisen induziert in der Zelle Oxidationsprozesse, welche zur Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale fihren. Diese verursachen Lipidperoxidation an Phospholipiden, was
wiederum zu Schadigung von Zellkompartimenten fiihren kann und damit zur
Freisetzung hydrolytischer Enzyme ins Zytosol. Die Folgen sind DNA-Schadigung und
letztendlich Zelltod (Britton und Bacon, 1994). Es konnte gezeigt werden, dass Eisen
auch auf direktem Wege die Kollagenbiosynthese stimulieren kann (Ramm et al., 1997).
Es wird angenommen, dass diese Prozesse ab einer Eisenkonzentration von 400 uM/g
Lebertrockengewicht in Gang gesetzt werden (Bassett et al., 1986). Allerdings kann
diese Schwelle durch erhéhten Alkoholkonsum, virale Infektionen und andere
begleitende Lebererkrankungen herabgesetzt werden.

1.5 Hepatozellulares Karzinom
1.5.1 Definition und Epidemiologie

Das Hepatozelluldre Karzinom ist ein maligner Tumor, der primar von Hepatozyten
ausgeht. Es verursacht Uber 90% aller bdsartigen primaren Lebertumoren im
Erwachsenenalter. Weltweit ist das HCC mit einer jahrlichen Rate von einer Million
Neuerkrankungen das funfhaufigste Malignom, wobei die Inzidenz weiter steigend ist
(Dominguez-Malagon und Gaytan-Graham, 2001). Es verursacht weltweit
schatzungsweise 250 000 Todesfalle jahrlich (Ameis, 2000). Bezlglich der Pravalenz
des HCC ist eine breitgefacherte geographische Variation zu beobachten. Die
Hochrisikopopulationen sind in China, Std-Ost-Asien und in Afrika sltdlich der Sahara
zu finden (Chen et al, 1997; Dominguez-Malagon und Gaytan-Graham, 2001). In
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Deutschland und Mitteleuropa ist das Risiko fur die Entwicklung eines HCC zwar
vergleichsweise gering, jedoch ist auch hier in den letzten Jahren eine steigende
Inzidenzrate zu beobachten (Erhardt et al., 2002). In Deutschland treten jahrlich vier-
bis achttausend Neuerkrankungen auf. Bereits im Jahr 2000 rangierte das HCC an
siebter Stelle beziglich der Haufigkeit von Tumorerkrankungen in der Bevdlkerung
(Ameis, 2000). Die HCC-Pravalenz ist bei Mannern generell 4- bis 10fach héher als bei

Frauen.

1.5.2 Atiologie

In den westlichen Landern ist die Leberzirrhose in Folge chronischer Lebererkrankung
die wichtigste Ursache fir die Entwicklung eines HCC; es tritt in weit Gber 80% der Falle
in einer zirrhotisch vorgeschadigten Leber auf (Montalto et al., 2002). In Deutschland
entwickeln 5% aller Patienten mit Leberzirrhose im Laufe ihrer Erkrankung ein HCC.

Patienten mit einer HBV-assoziierten Leberzirrhose haben in Europa ein jahrliches
Risiko von bis zu 2,2% ein HCC zu entwickeln (Fattovich et al., 2004). Die Bedeutung
des Hepatitis B-Virus fur die Karzinogenese des HCC wird auch durch den Umstand
deutlich, dass 40% aller HCC-Patienten an einer chronischen Hepatitis B-Virusinfektion
leiden (Donato et al., 1998; Fattovich et al., 2004). Auch der chronischen Hepatitis C-
Virusinfektion wird bezlglich der Entwicklung eines HCC eine tragende Rolle
zugeschrieben (Donato et al., 1998; Fattovich et al., 2004). Patienten mit einer HCV-
assoziierten Leberzirrhose haben in Europa und den USA ein jahrliches Risiko von bis
zu 3,7% ein HCC zu entwickeln (Fattovich et al., 2004). Vor allem in Deutschland und
den USA stellt die alkoholtoxisch induzierte Leberzirrhose eine héaufige
Grunderkrankung flr das HCC dar (Sterneck, 2000). Es konnte gezeigt werden, dass
das Risiko ein HCC zu entwickeln bei erhéhtem Alkoholkonsum nicht nur um das
vierfache gesteigert wird, sondern auch das Auftreten des Karzinoms um etwa flnf
Jahre beschleunigt wird (Yamauchi et al., 1993).

Weitere Risikofaktoren sind genetische Erkrankungen wie Hamochomatose, a;-
Antitrypsin-Defizienz, Morbus Wilson und die Exposition gegeniber Arbeits- und
Umwelttoxinen wie z.B. Aflatoxin B1 des Pilzes Aspergillus flavus oder aromatische und

aliphatische Kohlenwasserstoffverbindungen, die beispielsweise in L&sungsmitteln
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vorhanden sind (Suriawinata und Xu, 2004).

1.5.3 Molekulare Pathogenese

Im Allgemeinen ist fir die Entwicklung eines HCC meist ein chronischer
Entziindungsreiz und die daraus bedingte Steigerung des Zellumsatzes pathogenetisch.
Leberparenchym, das im Laufe von Entziindungsprozessen von Gewebsuntergang
betroffen ist, reagiert auf den Schaden mit Gewebsregeneration und intensiver
Zellproliferation. Darlber hinaus sind Entziindungsprozesse auch immer mit einer durch
Immunzellen vermittelten Aktivierung des Arachidonsaure-Metabolismus, der Synthese
reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies und in der Folge mit Lipidperoxidation
verbunden (Maeda und Akaike, 1998). Die bei diesen Prozessen entstehenden
bioreaktiven Stoffwechselprodukte sind auch in der Lage genomische DNA und
Proteine zu schadigen. Die Akkumulation daraus resultierender genetischer
Veranderungen ist durch den Regenerationsdruck der Leberzellen in besonderem
MaBe verstarkt. Als Konsequenz kann es schlieBlich zur Expansion einer Zellpopulation
kommen, die gegenlber ihren Nachbarzellen im Gewebeverband mit entscheidenden
Wachstumsvorteilen ausgestattet ist. Parallel zur Tumorprogression wachst die Zahl

inaktivierter Tumorsupressorgene und aktivierter Proto-Onkogene (Ballhausen, 20083).

Eine Besonderheit stellt das Hepatitis B-Virus dar, welches auch auf direktem Wege als
Karzinogen wirken kann. Werden Fragmente der viralen DNA in das menschliche
Genom integriert, kdnnen genomische Veranderungen wie Deletionen, Duplikationen
und Rekombinationen resultieren. Durch solche Neuanordnungen kénnen auch Gene in
Mitleidenschaft gezogen werden, die Kontrollfunktionen tber zellularen Differenzierung,
Proliferation und den programmierten Zelltod wahrnehmen (Robinson, 1994). Auch das
X-Protein des Virus kann durch eine transaktivierende bzw. immunmodulierende

Wirkung die Entstehung eines HCC begtinstigen.

Im Gegensatz zum Hepatitis B-Virus kann das Hepatitis C-Virus nicht in das humane
Wirtsgenom integrieren, da es sich um ein RNA-Virus handelt. Es wird jedoch
angenommen, dass das Virus Onkogene aktivieren bzw. Tumorsupressorgene
inaktivieren kann (Kasai et al, 1996). Eine zentrale Funktion hat dabei das virale

Protein NS3. Uber Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen NS3 und p53 kann eine
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Inaktivierung der Tumorsupressorfunktion von p53 erfolgen (Ray et al., 1997).

Alkohol induziert durch das Abbauprodukt Acetaldehyd Autoantigene, welche Ziele fur
zytotoxische T-Lymphozyten darstellen (Durr und Caselmann, 2000). Dadurch werden
eine chronische Leberzelldestruktion und die Freisetzung von Sauerstoff-Radikalen
beginstigt. AuBerdem erfolgt eine alkoholabhangige Induktion mutagenaktivierender

Enzyme des Cytochrom-P450-Systems.

1.6 Fragestellung

Immer wieder wird beobachtet, dass in einer Gruppe von Menschen, die unter
vergleichbaren Bedingungen leben und gemeinsam bestimmten Umwelteinfliissen
ausgesetzt sind, nur einige Individuen als Folge dieser Umwelteinflisse erkranken. Bis
heute ist noch nicht vollstandig geklart, warum beispielsweise bestimmte Patienten mit
ubermaBigem Alkoholkonsum nach einigen Jahren eine Leberzirrhose entwickeln,
wahrend andere, trotz vergleichbarer Exposition, davon verschont bleiben.

Die Leberzirrhose als Endstadium verschiedener chronischer Lebererkrankungen und
das HCC sind epidemiologisch bedeutsame Erkrankungen, die die Lebensqualitat und
die Lebenserwartung des betroffenen Patienten deutlich einschréanken. Sie kénnen als
multifaktorielle Erkrankungen betrachtet werden, deren natirlicher Verlauf von
exogenen Faktoren (z.B. Virusinfektion, Alkoholkonsum), aber auch vom Vorliegen
verschiedener veranderter Gene abhéangig ist. Diese komplexen genetischen Merkmale
kénnen dabei fur erhebliche Unterschiede bezlglich der Suszeptibilitdt und damit far

das Auftreten einer Leberzirrhose bzw. eines HCC verantwortlich sein.

Die HFE-Gen-Varianten C282Y und die H63D sind haufig in der nordeuropaischen
Bevdlkerung zu finden. Trager einer homozygoten C282Y-Variante weisen eine abnorm
gesteigerte intestinale Eisenresorption auf, was unter Umstdnden zur klassischen
hereditaren Hamochromatose fiihren kann. Individuen mit einer heterozygoten C282Y-
oder homozygoten H63D-Variante erkranken trotz gering gesteigerter intestinaler
Aufnahme und hepatischer Einlagerung von Eisen normalerweise nicht manifest an den

Folgen der Eisenakkumulation. Médglicherweise moduliert jedoch die hepatische
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Eiseneinlagerung die Entzindungsaktivitat und den Fibrosegrad der Leber bei
gleichzeitigem Vorliegen einer chronischen Lebererkrankung. DarUber hinaus kann ein
karzinogener Effekt durch Eisenakkumulation auch fir die Entwicklung des HCC eine
Rolle spielen. Mdglicherweise stellen die HFE-Gen-Varianten wichtige Kofaktoren fiir
die Progression von Lebererkrankungen oder die Entstehung Leberzirrhose oder eines
HCC dar.

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, ob die HFE-Gen-Variationen
C282Y und H63D die Entwicklung und Progression chronischer Lebererkrankungen und
die Entwicklung eines HCC negativ beeinflussen. Zu diesem Zweck soll geprift werden,
ob eine Assoziation besteht zwischen dem HFE-Genotyp und dem Fibrosegrad, dem
Vorliegen einer kompensierten bzw. dekompensierten Leberzirrhose, sowie. dem
Vorliegen eines HCC. Auch soll der HFE-Genotyp von Patienten mit chronischen

Lebererkrankungen und Kontrollpersonen verglichen werden.

Im Rahmen von Subgruppenanalysen sollen Grunderkrankungen benannt werden, die,
die bei Vorliegen einer HFE-Gen-Variante ein besonders hohes Risiko flr
Erkrankungsprogression oder HCC haben und von einer veranderten Therapie

profitieren kdnnten.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten
2.1.1 Patientenerhebung

Aus dem Patientengut der Klinik fir Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie
und der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie der
Charité Campus Virchow-Klinikum — Universitatsmedizin Berlin wurden Patienten in die
Studie eingeschlossen, die auf Grund chronischer Lebererkrankungen unterschiedlicher
Genese behandelt wurden und unten genannte Diagnosekriterien erflillten. Die Auswahl
der Studienpatienten erfolgte in der Transplantationsambulanz der chirurgischen Klinik
bzw. in der Lebersprechstunde der Medizinischen Kilinik.

Fir die Durchflihrung der Studie lag eine Zustimmung der Ethikkommission der Charité
vor. Von allen Studienteiinehmern wurde eine schriftliche Einwilligungserklarung
eingeholt.

2.1.2 Klinische und demographische Patientendaten
Anhand der Krankenakten der Studienpatienten wurden folgende Angaben erhoben:

e Personendaten (Geburtsdatum, Geschlecht, Ethnizitat)

e Alter (zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bzw. histologischen Untersuchung)

e GroBe und Gewicht

e Hauptdiagnosen (Grunderkrankung, Leberzirrhose, HCC)

¢ Nebendiagnosen

¢ Medikamentenanamnese

e vorausgegangene Therapeutische Interventionen (Operationen, Medikamente)

e gesundheitsschadigende Lebensgewohnheiten (Alkoholkonsum,
Nikotinabusus)

2.1.3 Klinisch-chemische Parameter

Die laborchemischen Untersuchungen wurden am Institut flir Laboratoriumsmedizin und
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Pathobiochemie der Charité durchgefiihrt. Erfasst wurden klinisch-chemische
Parameter flr den Zeitpunkt der Diagnosestellung bzw. bei Kontrolluntersuchungen

sowie zum Zeitpunkt der Evaluation zur Lebertransplantation (LTX).

Es wurden insbesondere Angaben zur Hepatits B- und C-Virusserologie den
Patientenakten entnommen (HBsAg, anti-HBc bzw. anti-HCV, HCV-RNA (PCR), HCV-
RNA (quan.)).

Tabelle 3: Klinisch-chemische Parameter

Blutzellstatus Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, MCV, MHC, MCHC
Leukozyten, Thrombozyten
Leberenzyme/-funktionsparameter AST (GOT), ALT (GPT), y-GT, AP, PCHE,
Bilirubin, Protein, Albumin
Blutfette Trigyceride, Cholesterin
Immunglobuline IgG, IgA, IgM
Eisenstatus Eisen, Ferritin, Transferrin, Transferrin-Sattigung
Auto-Antikérper Antinukle&re Antikérper (ANA)

Antineutrophile-cytoplasmatische Antikdrper (ANCA)
Antimitchondriale Antikérper (AMA)

Antikdérper gegen Leber- und Nierenmikrosomen (LKM)
Antikérper gegen ,soluble liver antigen” (SLA)
Antikdérper gegen Leber-Pankreas-Antigen (LP)
Anitkdrper gegen Actin (actin)

Antikdérper gegen ,smooth muscle antigen” (SMA)

2.1.4 Histologische Untersuchung/Fibrosegrad-Bestimmung

Bei  Leberpunktion, Laparoskopie oder Lebertransplantation = gewonnenes
Gewebematerial wurde einer histologischen Untersuchung am Institut fiir Pathologie der
Charité zugefihrt. Die standardmaBig gefarbten Leberpraparate wurden hinsichtlich des
Fibrosegrades nach dem semiquantitativen Bewertungssystem nach Scheuer
klassifiziert (Scheuer, 1991), das in Tabelle 4 dargestellt ist.



21

Tabelle 4: Fibrosegradeinteilung bei chronischer Hepatitis nach Scheuer (Scheuer, 1991)

Grad Deskriptiv histologische Kriterien

0 keine Fibrose normales Leberparenchym

1 portale Fibrose fibrése portale Ausweitung

2 periportale Fibrose  periportal oder porto-portale Septen, Gewebearchitektur intakt
3 septale Fibrose fibrése Septen mit Zerstérung der Gewebearchitektur

4 Zirrhose Zirrhose

2.1.5 Diagnosekriterien

Die jeweilige Diagnose wurde in der Zusammenschau klinischer und laborchemischer
Parameter und insbesondere mit den fir die jeweilige Erkrankung charakteristischen

bildmorphologischen und histologischen Befunden gestellt.

2.1.5.1 Leberzirrhose und hepatozelluldres Karzinom

Als Patienten mit Leberzirrhose bzw. mit HCC wurden in dieser Studie Patienten
bezeichnet, fir welche gemaB der Krankenakte diese Diagnose an Hand eines
histologischen  Ergebnisses nach sonographisch gesteuerter Leber- bzw.
Tumorpunktion, Laparoskopie mit Leber- bzw. Tumorbiopsie, Tumorexzision oder
orthotoper Lebertransplantation gestellt wurde, oder wenn in Zusammenschau von
bildmorphologischen Befunden und  klinischen und  klinisch-chemischen
Verlaufskontrollen eine Leberzirrhose bzw. ein HCC bestéatigt werden konnten. Von der
Diagnose ausgeschlossen wurden Patienten, fir welche keine oder keine eindeutigen
histologischen, bildmorphologischen, klinischen oder klinisch-chemischen Befunde in

der Krankenakte vorlagen.

2.1.5.2 Autoimmunhepatitis

Die Autoimmunhepatitis (AIH) wurde insbesondere an Hand des Nachweises von
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Autoantikérpern (ANA, SMA, LKM-1, SLA/LP, ANCA) oder an Hand einer fir die
Autoimmunhepatitis charakteristischen Histologie diagnostiziert.

2.1.5.3 Alkoholtoxische Lebererkrankung

Die Diagnose der alkoholtoxischen Lebererkrankung (,alcoholic liver disease®, ALD)
wurde bei Patienten gestellt, bei denen ein stark erhdhter Alkoholkonsum in der
Anamnese bekannt war. Als stark erhdéhter Alkoholkonsum wurde eine tagliche
Aufnahme von mindestens 20 g Reinalkohol fir Frauen bzw. 40 g Reinalkohol flr

Méanner Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren angenommen.
2.1.5.4 Chronische Hepatitis B- und C-Virusinfektion

Die Diagnose der chronischen Hepatitis B- bzw. C-Virusinfektion (HBV, HCV) an Hand
von Verlaufskontrollen gestellt, welche die serologische Persistenz von HBsAg bzw.
anti-HCV und HCV-RNA (PCR und/oder quan.) Uber einen Zeitraum von mehr als
sechs Monaten in der Krankenakte belegen. Patienten, fir welche nach den oben
beschriebenen Definitionskriterien sowohl eine chronische Hepatitis B- als auch C-

Virusinfektion erfasst werden konnte, wurden von der Studie ausgeschlossen.

2.1.5.5 Kryptogene Lebererkrankung

Bei der kryptogenen Lebererkrankung (,cryptogenic liver disease”, CLD) wurde die
Diagnose in der Zusammenschau klinischer, laborchemischer und histologischer
Parameter gestellt wenn keine andere positiv identifizierbare Ursache der Leberzirrhose
evaluiert werden konnte. Ein Hinweis auf erhéhten Alkoholkonsum in der Anamnese
wurde ausgeschlossen, positive Virusmarker fehlten. In Hinblick auf die
vorbeschriebene Heterogenitat der Erkrankung (Berg et al., 2002) wurde insbesondere
der Abgrenzung der kryptogenen Lebererkrankung von einer Autoimmunhepatitis
Rechnung getragen.

2.1.5.6 Nichtalkoholische Fettleberhepatitis

Die Diagnose der nichtalkoholischen Fettleberhepatitis (NASH) wurde gestellt, wenn

gemaB der Krankenakte klinisch, laborchemisch und bildmorphologisch die Zeichen
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einer Fettleberhepatitis belegt werden konnten, ohne dass anamnestisch ein relevanter
Alkoholkonsum oder andere positiv identifizierbare Ursachen evaluiert werden konnten.

2.1.5.7 Cholestatische Lebererkrankungen

Eine primar biliare Zirrhose (PBC) wurde an Hand von klinischen und Klinisch-
chemischen Befunden (Erhdhung der Cholestaseparameter und IgM-Werte,
antimitochodrialen Antikdrper (AMA)) oder an Hand einer Leberhistologie diagnostiziert.

Als Patienten mit primar sklerosierende Cholangitis (PSC) wurden Patienten
bezeichnet, flr welche an Hand einer endoskopisch-retrograden Cholangiographie die
typischen Veranderungen der intra- und extrahepatischen Gallengdnge nachgewiesen

werden konnten.

2.2 Kontroligruppe

In die Kontrollgruppe wurden 355 gesunde Personen (Klinikmitarbeiter, Studenten,
Teilnehmer der Berlin Aging Study) eingeschlossen. Bei diesen Personen erfolgte eine

venose Blutentnahme mit EDTA-Blut-Rdhrchen.

2.3 Materialien

2.3.1 Geréate

LightCycler LightCycler I, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
LightCycler Software  Version 3.5, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PCR-Maschine T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Géttingen
Zentrifugen Varifuge RF, Heraeus Sepatech

Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg
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Pipetten Eppendorf Multipette plus, Eppendorf AG, Hamburg
Research-Pipetten 0,5-10 pul, 10-100 pl, 100-1000 pl, Eppendorf AG, Hamburg

Multichannel Finnpipette 5-50ul, 40-200 pl, Thermolabsystems, Egelsbach

2.3.2 Reagenzien, Enzyme, Puffer, Primer und Sonden

Ethanol (100%) Merck, Darmstadt

Steriles Wasser Aqua ad injectabile, Braun, Melsungen

PCR-OI Bayol F, Serva, Heidelberg

Tag-Polymerase AmpliTag Gold, PerkinElmer, Massachusetts, USA
PCR-Puffer 10x PCR buffer, PerkinElmer, Massachusetts, USA
dNTPs PerkinElmer, Massachusetts, USA

MgCl, PerkinElmer, Massachusetts, USA

Primer und Sonden TIBMOLBIOL, Berlin

2.3.3 Verbrauchsmaterialien
DNA-Extraktionskit QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden
Reaktionsgefae Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 1,5ml, Eppendorf AG, Hamburg

8-Tube-Strip, Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

LightCycler Kapillaren  Capillaries, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

24 Methoden
2.4.1 Extraktion der genomischen DNA

Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte aus durch Venenpunktion gewonnenen
Blutproben mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit von Qiagen nach Angaben des
Herstellers. Dabei wurden 200 yl EDTA-Blut mit 20 ul Qiagen Proteaselésung und 200
pl Puffer AL versetzt und grindlich vermischt. Es folgte eine 10 minttige Inkubation bei
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56°C in einem Wasserbad. Dann wurden 200 pl Ethanol hinzugefligt und die Proben
erneut gemischt. Die Probenmischung wurde Uber eine QlAamp Séaule fir 3 Minuten bei
3000 rpm in zwei Arbeitsschritten zentrifugiert, um die Patienten-DNA in Spezialfilter der
Filtersaule zu binden und Zellreste davon zu trennen. Das Filtrat wurde verworfen und
die Saule mit 500 pl Puffer AW1 beladen und fiir eine Minute bei 5000 rpm zentrifugiert.
Entsprechend wurde die Sdule mit Puffer AW2 beladen und fir 15 Minuten zentrifugiert.
Um Patienten-DNA aus dem Filter zu eluieren, wurde der Filter mit 200 ul Puffer AE
benetzt und nach Inkubation von einer Minute fir 5 Minuten mit 5000 rpm zentrifugiert.
Die Lagerung der extrahierten DNA erfolgte bei -20°C.

2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden folgende Primer benutzt:

Tabelle 5: Primersequenzen C282Y (Position nach GenBank accession #292910)

Primer Position Lénge (bp)
Forward: 5'-Tgg-CAA-ggg-TAA-ACA-gAT-CC-3' 6443 - 6462 20
Reverse: 5'-CTC-Agg-CAC-TCC-TCT-CAA-CC-3' 6832 - 6813 20

Produkt 6443-6832 390

Tabelle 6: Primersequenzen H63D und S65C (Position nach GenBank accession #292910)

Primer Position Lénge (bp)
Forward: 5'-gCC-TCA-gAg-CAg-gAC-CTT-gg-3' 4684 - 2703 20
5'-CAg-CTg-TTT-CCT-TCA-AgA-TgC-3' 4993 - 4973 21

Produkt 4684-4993 400

Far den Duplex-PCR-Reaktionsmix wurden jeweils 0,25 ul 282-Forward Primer (10 pM)
und 282-Reverse Primer (10 uM), jeweils 0,2 yl 63/65-Forward Primer (10 pM), 63/65-
Reverse Primer (10 uM) und Tag-Polymerase (5 U/ul), jeweils 1,5 pyl MgCl, (15 mM)
und dNTP’s (je 10 mM), 3,0 ul DNA und 2,5 ul 10xPuffer miteinander vermischt und mit
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H>O auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgeflit.
Die PCR lief unter folgenden Konditionen ab:

Tabelle 7: Temperaturprofil der LightCycler-PCR

Prozess Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95°C 12 min

Amplifikation Denaturierung 95°C 20s
Annealing 56°C 40s
Elongation 72°C 90s
— 48 Zyklen

Terminale Extension® 72°C 2 min

*Es wurde nach der terminalen Extension auf 5°C abgekuhlt.

2.4.3 LightCycler-Technik

Das LightCycler-System beinhaltet zwei funktionelle Komponeten, die Thermocycler-
Einheit und die Fluoreszenz-MeBeinheit. Die Reaktion findet in 32 Glaskapillaren statt,
die gleichzeitig als Kuivetten fir die Fluoreszenzmessung dienen. Um eine
Punktmutation nachzuweisen, werden zwei spezifische Oligonukeotidsonden
eingesetzt. Nach einem inititalen Denaturierungsschritt bei 95°C wird das
Reaktionsgemisch auf 45°C abgekiihlt. Dabei lagern sich die zwei Oligonukeotidsonden
an ihre Zielsequenz im DNA-Fragment. Die erste Sonde, die so genannte Donorsonde,
ist mit dem Fluorophor Fluoreszein gekoppelt. Die zweite Sonde, die so genannte
Akzeptorsonde, ist mit Farbstoff LightCycler-Red-640 (bzw. -705) gekoppelt. Sind die
beiden Sonden an den Zielabschnitt der genomischen DNA gebunden, dann liegen die
Farbstoffe in unmittelbarer Nahe zueinander. Dabei wird das Fluoreszein von der
Lichtquelle des LightCycler-Geréates, einer Hochleistungsdiode, welche blaues Licht
emittiert, das nach Passage eines Filters und eines Kollimators eine Wellenlange von
470 nm hat, angeregt. Ein Teil dieser Anregungsenergie wird auf das LightCycler-Red-
640 (bzw. -705) Ubertragen, welches hierdurch ebenfalls angeregt wird. Nur wenn die
Oligonukleoitdsonden an ihre Zielsequenz binden, ist der Abstand zwischen den beiden
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fluoreszierenden Farbstoffen so gering, dass es zu einem Energietransfer zwischen den
beiden Elementen kommt (FRET = ,fluorescence resonance energy transfer). Die
Strahlung des LightCycler-Red-640 (bzw. -705) wird vom LightCycler-Gerat gemessen
(Abbildung 4).

NIChT gemessene
Anregung Emission

N

Amplikon > Amplikon

Erhohung der
Temperatur

O Fluoreszenzfarbstoff

O LiahtCycler-Red-640/-705

Phosphat

Abbildung 4: Prinzip des FRET bei Hybridisierung der Sonden mit der Zielsequenz

Zum Nachweis von genetischen Varianten wird die Temperatur schrittweise erhéht und
zeitgleich die Fluoreszenz gemessen. Da die Intensitat der Fluoreszenz proportional mit
der Ablésung der Sonden von der untersuchten DNA abnimmt, kann eine Schmelzkurve
aufgezeichnet werden. Im Vergleich zum Hybrid aus homologen Sequenzen hat das
Hybridisierungsprodukt aus Sonde und DNA-Sequenz eine um einige Grad niedrigeren
Schmelzpunkt, wenn die Sequenzen nicht vollstandig Ubereinstimmen. Eine einzige
unterschiedliche Base in der untersuchten Zielfrequenz bewirkt eine schlechtere
Hybridisierung und so eine um einige Grad Celsius nach links verschobene
Schmelzkurve. Deshalb kénnen Wildtyp-Formen von homozygoten und heterozygoten
Genvariationen anhand verschiedener Schmelztemperaturen unterschieden werden,

die in Kurvenform durch die LightCycler-Software dargestellt werden.
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Abbildung 5: Die Schmelzkurve in Abhangigkeit der Ubereinstimmung der Sondensequenz

Tragt die Sensorsonde die komplementdre Sequenz des DNA-Segments in mutierter

Form, wird sie auch Mutationssonde genannt. Prinzipiell kann die Sonde aber auch die

komplementare Sequenz der Wildtyp-Sequenz tragen.

2.4.4 Nachweis der HFE-Gen-Varianten

Zum Nachweis der genetischen Variationen C282Y und H63D wurde jeweils eine

Mutationssonde verwendet.
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Abbildung 6: Darstellung der Schmelzkurven fiir die 282-Varianten
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Gleichzeitig zur H63D-Variante konnte mit derselben Sonde die S65C-Variante
nachgewiesen werden, da die beiden Nukleotidposittionen (187 und 193) sich im
Abstand von 6 Nukleotiden voneinander befinden. Da die Oligonukleotidsequenz der
verwendeten Sonde zum 65-Wildtyp komplementar war, resultierte bei Vorliegen einer
S65C-Variante ein erniedrigter Schmelzpunkt und damit eine veranderte Kurvenform.

Um die Genotypisierung in einem einzigen Ansatz durchflihren zu kénnen, wurden die
beiden Ankersonden mit zwei verschiedenen Farbstoffen gekoppelt, die parallel im
LightCycler detektiert wurden. Zum Nachweis der HFE-C282Y-Variante wurde
LightCycler-Red-640, und fur die HFE-H63D-Variante wurde LightCycler-Red-705

verwendet.
Folgende Sondensequenzen wurden verwendet:

Tabelle 8: Sondensequenzen (Position nach GenBank accession #292910):

HFE-Mutation Sondensequenz Position Lénge (bp)
c282y 5'-AgA-TAT-ACg-TAC-CAg-gTg-gAg-FL 6712 - 6732 21
LC640-CCC-Agg-CCT-ggA-TCA-gCC-CCT-CAT- 6735 - 6769 35

TgT-gAT-CTG-gg-3'

H63D/S65C 5'-CTT-gAA-ATT-CTA-CTg-gAA-ACC-CAT-ggA-gTT- 4817 - 4779 39
Cgg-ggC-TCC-FL

LC705-CAC-ggC-gAC-TCT-CAT-CAT-CAT-AgA- 4777 - 4745 33
ACA-CgA-ACA-3'

Fir den LightCycler-Sondenansatz wurden jeweils 16 ul von der LC-Red-640 Sonde
(0,5 uM) bzw. LC-Red-705 Sonde (0,5 pM) mit 32 pl Fluorescein Sonde (0,5 uM)
vermischt und mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 244 pl aufgefillt. Zu je 2 pl
Sondenansatz wurden 4,5 pyl PCR-Produkt gegeben, in der Kapillare gemischt und bei

3000 rpm zentrifugiert.
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2.5 Statistische Verfahren

Alle gewonnenen Daten wurden auf der Basis definierter Kriterien in eine elektronische
Datenbank eingepflegt. Das Datenmaterial wurde anonymisiert und es wurden Dateien

erstellt, welche eine elektronische Datenauswertung ermdglichten.

Nominal und ordinal skalierte GroBen wurden anhand von absoluten und prozentualen
Haufigkeiten  beschreibend in  Kontingenztafeln  dargestellt  bzw.  mittels
Kreisdiagrammen grafisch veranschaulicht. Die Beschreibung des Alters als quantitative
GroBe erfolgte anhand von Mittelwert und Median sowie Minimum und Maximum.

Die untersuchten Patientengruppen wurden hinsichtlich ihrer Genotypverteilung (C282Y
und H63D) mittels exakten Tests nach Fisher mit der Kontrollgruppe verglichen. Um
eine Abhangigkeit zwischen dem Fibrosegrad und dem jeweiligen Genotyp zu
untersuchen, wurde ein exakter Chi-Quadrat-Test fir linearen Trend eingesetzt. Die
Unabhangigkeitshypothesen wurden zum einen fir das gesamte Kollektiv getestet und

anderseits in Untergruppen.

Es wurde stets zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5% zugrunde gelegt.
Da die vorliegende Untersuchung explorativen Charakter hatte, erfolgte keine alpha-
Adjustierung aufgrund multiplen Testens, die statistischen Ergebnisse wurden
entsprechend interpretiert. Die statistischen Berechnungen wurden mit SPSS fir
Windows Version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchtes Patientenkollektiv
3.1.1 Demografische Daten und Diagnosegruppen

Insgesamt wurden 1557 Patienten, die im Zeitraum von 1988 bis 2003 wegen

chronischer Lebererkrankungen behandelt worden sind, in die Studie eingeschlossen.

Unter den insgesamt 1557 Patienten befanden sich 831 (53,4%) Manner und 726
(46,6%) Frauen im Alter von 14 bis 87 Jahren (Median 49 Jahre). Das Patientenkollektiv
bestand zu 82,0% aus deutschstdmmigen Europaern, 6% waren Europaer anderer
Herkunft und 11,1% der Patienten waren Nicht-Européaer (7,2% Turken, 2,0% Asiaten,
1,5% Araber, 0,6% Schwarz-Afrikaner).

Es wurden insgesamt 7 Diagnose-Gruppen gebildet: Patienten mit Autoimmunhepatitis
(AIH, n=103), Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung (ALD, n=233), Patienten
mit chronischer Hepatitis B-Virusinfektion (HBV, n=201), Patienten mit chronischer
Hepatitis C-Virusinfektion (HCV, n=687), Patienten mit kryptogener Lebererkrankung
(CLD, n=67), und Patienten mit nicht-alkoholischer Fettleberhepatitis (NASH, n=49).
Patienten mit priméar bilidrer Zirrhose (PBC) sowie Patienten mit priméar sklerosierender
Cholangitits (PSC) wurden in die Gruppe der Patienten mit cholestatischer
Lebererkrankung (PBC/PSC, n=217) zusammengefasst (Tabelle 9).



Tabelle 9: Untersuchte Lebererkrankung, Patientenfallzahlen und

demographische Daten
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Diagnose Patienten Alter* (Jahre) Geschlecht/ n (%) Ethnizitdt / n (%)
n Median Min. Max. | mannlich weiblich Deutsche andere andere
(Mittelw.) Europaer
Autoimmunhepatitis (AIH) 103 45 (46) 18 81 32 (31,1%) 71 (68,9%) | 87 (84,5%) 7 (6,8%) 9 (8,7%)
Alkoholtoxische Lebererkrankung 233 51 (50) 28 67 165 (70,8%) 68 (29,2%) |232(9,6%) O 1 (0,4%)
(ALD)
chronische Hepatitis B (HBV) 201 45 (49) 17 76 150 (74,6%) 51 (25,4%) | 103 (51,2%) 18 (9,0%) 80 (39,8%)
chronische Hepatitis C (HCV) 687 49 (45) 18 82 366 (53,3%) 321 (46,7%) | 585 (81,2%) 56 (8,2%) 73 (10,6%)
Kryptogene Lebererkrankung 67 50 (50) 19 74 34 (50,7%) 33 (49,3%) |62 (92,5%) 2 (3%) 3 (4,5%)
(CLD)
Nicht-alkoholische 49 45 (45) 22 67 27 (55,1%) 22 (44,9%) |42 (85,7%) 4 (8,2%) 3 (6,1%)
Fettlebererkrankung (NASH)
Cholestatische Lebererkrankungen 217 52 (52) 14 87 57 (26,3%) 160 (73,7%) | 206 (94,9%) 7 (3,2%) 4 (1,8%)
(PBC/PSC)
Insgesamt 1557 49 (49) 14 87 831 (53,4%) 726 (46,6%) | 1290 94 (6,0%) 173 (11,1%)
(82,9%)

*Alter bei Diagnosestellung bzw. bei Lebertransplantation
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3.1.1 Patienten mit Zirrhose, Lebertransplantation und HCC

Fir 857 Patienten (55,5% des Gesamtkollektivs) wurde an Hand der jeweils erhobenen
klinischen, laborchemischen, bildmorphologischen oder histologischen Befunde nach
oben definierten Diagnosekriterien die Diagnose einer Leberzirrhose gestellt. Der Anteil
der zirrhotischen Patienten betrug in der Gruppe der Patienten mit Autoimmunhepatitis
51,5%, in der Gruppe der Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung 96,6%, in der
Gruppe der Patienten mit HBV-Infektion 62,7%, in der Gruppe der Patienten mit HCV-
Infektion 36,5%, in der Gruppe der Patienten mit kryptogener Lebererkrankung 97,0%,
in der Gruppe der Patienten mit NASH 2,0% und in der Gruppe der Patienten mit
cholestatischer Lebererkrankung 62,7%. Von den 1557 in die Studie eingeschlossenen
Patienten hatten 681 Patienten (43,7% des Gesamtkollektivs) eine Lebertransplantation
(LTX) erhalten. FUr 109 Patienten (7% der Gesamtkollektivs) wurde die Diagnose eines
HCC gestellt. Der Anteil der Patienten mit Leberzirrhose, LTX bzw. HCC ist in Tabelle
10 dargestellt.

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung von Zirrhose, HCC und LTX im Patientenkollektiv

Diagnose Patienten Zirrhose™ LTX HCC

n n (%) n (%) n (%)
Autoimmunhepatitis (AIH) 103 53 (51,5%) 35 (34,0%) 1(1,0%)
Alkoholtoxische Lebererkrankung (ALD) 233 225 (96,6%) 203 (87,1%) 29 (12,4%)
chronische Hepatitis B (HBV) 201 126 (62,7%) 119 (59,2%) 16 (8,0%)
chronische Hepatitis C (HCV) 687 251 (36,5%) 168 (24,6%) 53 (7,7%)
Kryptogene Lebererkrankung (CLD) 67 65 (97,0%) 55 (82,1%) 9 (13,4%)
Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NASH) 49 1(2,0%) 1(2,0%) 0
Cholestatische Lebererkrankungen (PBC/PSC) 217 136 (62,7%) 99 (45,6%) 1 (0,5%)
Insgesamt 1557 857 (55,5%) 681 (43,7%) 109 (7,0%)

*Zirrhose klinisch oder histologisch bestatigt
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3.2 Haufigkeitsverteilung der HFE-Gen-Varianten
3.2.1 Haufigkeitsverteilung der C282Y-Variante

Insgesamt konnte zwischen dem Gesamtkollektiv der Patienten und Kontrollen kein
Unterschied in der Verteilung der C282Y-Variante gefunden werden (exakter Fisher-
Test, p=0,06). Die beobachtete Genotypverteilung fir Patienten und Kontrollen war
vergleichbar mit beschriebenen Genotyphéaufigkeiten in Mitteleuropa. Die beobachteten
Allelhaufigkeiten bei Patienten und Kontrollen befand sich im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht.

Fir die Gruppe der Patienten mit kryptogener Lebererkrankung war eine
Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante im Vergleich zu Kontrollen zu
verzeichnen (CLD: CY 14,9%, Kontrollen: CY 6,2%). Diese Assoziation war signifikant
(exakter Fisher-Test, p=0,046). FUr alle anderen Patientengruppen konnte kein

Unterschied festgestellt werden (exakter Fisher-Test, p>0,05).

3.2.2 Haufigkeitsverteilung der H63D-Variante

Die Verteilung H63D-Variante zeigte keine Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollen (exakter Fisher-Test, p=0,44). Auch hier war die beobachtete
Genotypverteilung fir Patienten und Kontrollen vergleichbar zu beschriebenen
Genotyphaufigkeiten der H63D-Variante in Mitteleuropa. Die beobachteten
Allelhaufigkeiten bei Patienten und Kontrollen befand sich im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht.

Auch far die einzelnen Patientengruppen konnte kein Unterschied in der
Haufigkeitsverteilung der H63D-Variante im Vergleich mit der Verteilung in Kontrollen

nachgewiesen werden (exakter Fisher-Test, p>0,05).

Die Ergebnisse der Haufigkeitsverteilung der C282Y- und der H63D-Varianten sind in
Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Die Haufigkeitsverteilung der C282Y- und der H63D-Varianten unter Patienten

mit chronischer Lebererkrankung im Vergleich mit Kontrollen

Gruppe Patienten ca8zy P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)

CC CY YY HH HD DD

AlH 103 93,2% 6,8% 0 0,89 75,7% 24,3% 0 0,59
(96) (7) (78) (25)

ALD 233 93,6% 6,4% 0 0,75 63,9% 31,8% 4,3% 0,31
(218) (15) (149) (74) (10)

HBV 201 96,0% 4,0% 0 0,37 76,6% 21,4% 2,0% 0,33
(193) (8) (154) (43) (4)

HCV 687 90,0% 9,9% 0,1% 0,49 74,5% 23,7% 1,7% 0,55
(618) (68) (1) (512) (163) (12)

CLD 67 85,1% 14,9% 0 0,046 80,6% 17,9% 1,5% 0,25
(57) (10) (54) (12) (1)

NASH 49 93,9% 6,1% 0 1,0 75,5% 24,.5% 0 0,93
(46) (3) (37) (12)

PBC/PSC 217 94,5% 5,5% 0 0,69 73,7% 22,6% 3,7% 0,13
(205) (12) (160) (49) (8)

Insgesamt 1557 92,0% 7,9% 0,1% 0,06 73,5% 24,3% 2,2% 0,44
(1433) (123) (1) (1144) (378) (35)

Kontrollen 355 93,2% 6,2% 0,6% 71,8% 26,8% 1,4%
(331) (22) 2 (255) (95) (5)

*im Vergleich zu Kontrollen, exakter Fisher-Test

Diese Ergebnisse wurden nicht fir multiples Testen korrigiert und daher nur als Hinweis

auf einen mdglichen Zusammenhang zu sehen.
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3.3 Einfluss des HFE-Genstatus auf den Schweregrad der Erkrankung
3.3.1 Genotypverteilung in Abhangigkeit des Fibrosegrads

Bei 1150 Patienten (73,9% des Gesamtkollektivs) konnte bei Leberpunktion,
Laparoskopie oder Lebertransplantation Gewebematerial gewonnen und eine
Fibrosegrad-Bestimmung an Hand des semiquantitativen Bewertungssystems nach
Scheuer durchgefiihrt werden. Dabei handelte es sich in 48% der Falle um

Gewebematerial von Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion (Abbildung 7).

Histologien

PBC/PSC
(110/9,6%)

NASH
(16/1,3%

AlH (60/5,2%)  ALD
(190/16,5%)

CLD (55/4,8%)

HBV

HCV (156/13,6%)

(563/49.0%)

Insgesamt
1150

Abbildung 7: Anteile der verschiedenen Grunderkrankungen an der Gesamtheit der
Histologien (n/%)

Patienten, bei denen eine Fibrosegrad-Bestimmung durchgefihrt werden konnte,
wurden je nach Fibrosegrad in 5 Gruppen eingeteilt (Grad 0: 58 Falle, Grad 1: 201
Falle, Grad 2: 149 Falle, Grad 3: 48 Falle , Grad 4: 694 Falle) und es wurde die
Genotypverteilung der HFE-Gen-Varianten C282Y und H63D in diesen Gruppen
analysiert um einen Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf den Fibrosegrad zu
untersuchen. Dabei zeigte sich kein Unterschied in der HFE-Gemotyp-Verteilung in den
einzelnen Gruppen (Tabelle 12). Auch die Analyse der Genotypverteilung nach
steigendem Fibrosegrad mittels exakten Chi-Quadrat-Tests flr lineare Trends erbrachte
keine signifikante Assoziation (p=0,13 bzw. p=0,20).
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Tabelle 12: Die Haufigkeitsverteilung der C282Y- und der H63D-Varianten in Abhangigkeit
des Fibrosegrads

Fibrosegrad | Patienten ca8zy P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)
CC CcY YY HH HD DD
0 58 98,3% 1,7% 0 74,1% 25,9% 0
(57) (1) (43) (15)
1 201 92,0% 8,0% 0 78,1% 19,9% 2,0%
(185) (16) (157) (40) (4)
2 149 91,3% 8,7% 0 71,1% 26,2% 2,7%
(136) (13) (106) (39) (4)
3 48 95,8% 4,2% 0 81,3% 18,8% 0
(46) @) (39) 9)
4 694 90,0% 9,4% 0 72,3% 25,2% 2,4%
(629) (65) (502) (175) (17)
Insgesamt | 1150 91,6% 8,4% 0 0,13 73,7% 24,2% 2,2% 0,20
(1053) (8,4) (847) (278) (25)

*exakter Chi-Quadrat-Test flr lineare Trends

3.3.2 Genotypverteilung bei Patienten mit bzw. ohne Zirrhose

Fir 857 Patienten (55,5% des Gesamtkollektivs) wurde an Hand der jeweils erhobenen
klinischen, laborchemischen, bildmorphologischen und histologischen Befunde nach
oben definierten Diagnosekriterien die Diagnose einer Leberzirrhose gestellt.

Um einen méglichen Effekt der HFE-Gen-Varianten auf die Progression der Erkrankung
zur Leberzirrhose zu untersuchen, wurden die Patienten nach Patienten mit und ohne

Leberzirrhose aufgeteilt und deren Genotypverteilung verglichen.

Wie der Tabelle 13 zu entnehmen ist, fand sich kein Unterschied in der Verteilung der
C282Y- und der H63D-Varianten zwischen Patienten mit und ohne Leberzirrhose
(exakter Fisher-Test, p=0,22 bzw. p=0,51). Es konnte auch kein Effekt dieser beiden
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Varianten beobachtet werden, wenn die einzelnen Gruppen AlH, HBV sowie PBC/PSC
betrachtet wurden. In der Gruppe der Patienten mit HCV-Infektion konnte eine leichte
Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante bei Patienten mit Zirrhose
beobachtet werden (keine Zirrhose: CY 8,5%, Zirrhose: CY 12,4%). Diese Assoziation
war nach dem exakten Fisher-Test nicht signifikant (p=0,16). In den Gruppen ALD, CLD
und NASH konnte auf Grund zu geringer Fallzahlen entweder von Patienten ohne bzw.
mit Zirrhose kein Vergleich angestellt werden.



Tabelle 13: Vergleich der Genotypverteilung der C282Y- bzw. der H63D-

Variante bei Patienten mit und ohne Leberzirrhose
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Gruppe Zirrhose Patienten ca8zy P-Wert H63D P-Wert
n % (n) (Fisher) % (n) (Fisher)
cC cY YY HH HD DD

ja 53 92,5% (49) 7,5% (4) 0 77,4% (41) 22,6% (12) 0

AlH 1,0 0,82
nein 50 94,0% (47) 6,0% (3) 0 74,0% (37) 26,0% (13) 0
ja 225 93,3% (210) 6,7% (15) 0 63,6% (143) 32,4% (73) 4,0% (9)

ALD
nein 8 100% (8) 0 0 75,0% (6) 12,5% (1) 12,5% (1)
ja 126 96,0% (121) 4,0% (5) 0 74,6% (94) 23,0% (29) 2,4% (3)

HBV 1,0 0,67
nein 75 96,0% (72) 4,0% (3) 0 80,0% (60) 18,7% (14) 1,3% (1)
ja 251 87,6% (220) 12,4% (31) 0 74,9% (188) 24,3% (61) 0,8% (2)

HCV 0,16 0,38
nein 436 91,3% (398) 8,5% (37) 0,2% (1) 74,3% (324) 23,4% (102) 2,3% (10)
ja 65 84,6% (55) 15,4% (10) 0 81,5% (53) 16,9% (11) 1,5% (1)

CLD
nein 2 100% (2) 0 0 50,0% (1) 50,0% (1) 0
ja 1 100% (1) 0 0 100% (1) 0 0

NASH
nein 48 93,8% (45) 6,3% (3) 0 75,0% (36) 25,0% (12) 0
ja 136 93,4% (127) 6,6% (9) 0 73,5% (100) 22,1% (30) 4,4% (6)

PBC/PSC 0,28 0,83
nein 81 96,3% (78) 3,7% (3) 0 74,1% (60) 23,5% (19) 2,5% (2)
ja 857 91,4% (783) 8,6% (74) 0 72,3% (620) 25,2% (216) 2,5% (21)

Insgesamt 0,22 0,51
nein 700 92,9% (650) 7,0% (49) 0,1% (1) 74,9% (524) 23,1% (162) 2,0% (14)
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3.3.1 Genotypverteilung bei Patienten mit bzw. ohne Lebertransplantation

Bei 681 Patienten (43,7% des Gesamtkollektivs) wurde auf Grund eines progredienten
Erkrankungsverlaufs mit Dekompensation der Lebererkrankung eine
Lebertransplantation durchgefuhrt.

Wie der Tabelle 14 zu entnehmen ist, zeigte sich auch hier kein Unterschied in der
Verteilung der C282Y- bzw. der H63D-Variante (exakter Fisher-Test, p=0,22, bzw.
p=0,44). Auch in der Subgruppenanalyse ergab sich bis auf die Gruppe der Patienten
mit kryptogener Lebererkrankung kein signifikanter Unterschied. In dieser Gruppe
konnte eine leichte Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante in Patienten
mit LTX beobachtet werden (LTX: CY 16,4%, keine LTX: CY 8,3%). Diese Assoziation
war nach dem exakten Fisher-Test nicht signifikant (p=0,68). Auch in der Gruppe der
Patienten mit HCV-Infektion konnte eine leichte Uberreprésentanz der heterozygoten
C282Y-Variante in Patienten mit LTX beobachtet werden (LTX: CY 14,2%, keine LTX:
CY 8,5%). Auch diese Assoziation ist nach dem exakten Fisher-Test nicht signifikant
(p=0,06). In der Gruppe NASH wurde auf Grund zu geringer Fallzahlen von Patienten,
die eine LTX erhalten hatten, kein Vergleich angestellt.



Tabelle 14: Vergleich der Genotypverteilung der C282Y- bzw. der H63D-
Variante von Patienten mit bzw. ohne LTX
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Gruppe LTX Patienten ca8zy P-Wert H63D P-Wert
n % (n) (Fisher) % (n) (Fisher)
CC cY YY HH HD DD

ja 35 88,6% (31) 11,4% (4) 0 85,7% (30) 14,3% (5) 0

AlH 0,23 0,14
nein 68 95,6% (65) 4,4% (3) 0 70,6% (48) 29,4% (20) 0
ja 203 93,1% (189) 6,9% (14) 0 64,5% (131) 32,5% (66) 3,0% (6)

ALD 0,70 0,06
nein 30 96,7% (29) 3,3% (1) 0 60,0% (18) 26,7% (8) 13,3% (4)
ja 119 95,8% (114) 4,2% (5) 0 75,6% (90) 21,8% (26) 2,5% (3)

HBV 1,0 0,86
nein 82 96,3% (79) 3,7% (3) 0 78,0% (64) 20,7% (17) 1,2% (1)
ja 169 85,8% (145) 14,2% (24) 0 74,6% (126) 24,3% (41) 1,2% (2)

HCV 0,06 0,88
nein 518 91,3% (473) 8,5% (44) 0,2% (1) 74,5% (386) 23,6% (122) 1,9% (10)
ja 55 83,6% (46) 16,4% (9) 0 80,0% (44) 18,2% (10) 1,8% (1)

CLD 0,68 1,0
nein 12 91,7% (11) 8,3% (1) 0 83,3% (10) 16,7% (2) 0
ja 1 100% (1) 0 0 100% (1) 0 0

NASH
nein 48 93,8% (45) 6,3% (3) 0 75,0% (36) 25,0% (12) 0
ja 99 94,9% (94) 5,1% (5) 0 69,7% (69) 24,2% (24) 6,1% (6)

PBC/PSC 1,0 0,20
nein 118 94,1% (111) 5,9% (7) 0 77,1% (91) 21,2% (25) 1,7% (2)
ja 681 91,0% (620) 9,0% (61) 0 72,1% (491) 25,3% (172) 2,6% (18)

Insgesamt 0,22 0,44
nein 876 92,8% (813) 7,1% (62) 0,1% (1) 74,5% (653) 23,5% (206) 1,9% (17)
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3.3.1
3.4 Gesonderte Betrachtung der deutschen Patienten mit HCV-Infektion

Wie populationsgenetische Untersuchungen zeigen, wurden stark unterschiedliche
Haufigkeiten der HFE-Gen-Variante C282Y in verschiedenen Ethnizitaten gefunden. In
nicht-europaischen Populationen ist die C282Y-Variante weitaus seltener anzutreffen
als in europaischen Bevélkerungen. Da diese Tatsache mdglicherweise einen Stérfaktor
darstellt wurde eine Untergruppe gebildet, in welche ausschlieBlich Patienten deutscher
Abstammung eingeschlossen wurden (HCV deutsch). Es wurden speziell HCV-
Patienten ausgewahlt, da sie zahlenmaBig die gréBte Untergruppe bildeten und dazu

die meisten Daten in der Literatur vorliegen.

3.4.1 Haufigkeitsverteilung der HFE-Gen-Varianten

Wie Tabelle 15 zu entnehmen ist, konnte in dieser Patientengruppe eine
Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante im Vergleich zu Kontrollen
nachgewiesen werden (HCV deutsch: CY 9,9%, Kontrollen: CY 6,2%), diese
Assoziation war signifikant (exakter Fisher-Test, p=0,013). Fir die Verteilung H63D-
Variante wurden keine Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen gefunden (HCV
deutsch: HD 24,7%; Kontrollen: HD 26,8%, p=0,69).

Tabelle 15: Die Haufigkeitsverteilung der HFE-Gen-Varianten bei deutschen HCV-Patienten
und Kontrollen

Gruppe Patienten ca8zy P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)
CC cYy YY HH HD DD
HCV deutsch 558 88,7% 11,1% 0,2% 0,013 73,3% 24,7% 2,0 0,69
(495) (62) (1) (409) (138) (11)
Kontrollen 355 93,2% 6,2% 0,6% 71,8% 26,8% 1,4%
(331) (22) 2) (255) (95) (5)

*exakter Fisher-Test



3.4.2 Einfluss des HFE-Genstatus auf den Schweregrad der Erkrankung

3.4.2.1 Genotypverteilung in Abhdngigkeit des Fibrosegrads
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Auch in dieser Untergruppe wurde die Genotypverteilung der HFE-Gen-Varianten
C282Y und H63D in Abhangkeit des Fibrosegrad bestimmt (Grad 0: 30 Falle, Grad 1:
124 Félle, Grad 2: 86 Falle, Grad 3: 23 Falle, Grad 4: 190 Falle). Dabei konnte kein
Unterschied in der Verteilung der C282Y- und der H63D-Variante in den einzelnen

Gruppen gefunden werden (Tabelle 16). Auch die Analyse der Genotypverteilung nach

steigendem Fibrosegrad mittels des exakten Chi-Quadrat-Tests fir lineare Trends

erbrachte keine signifikante Assoziation (p=0,21 bzw. p=0,61).

Tabelle 16: Die Haufigkeitsverteilung der HFE-Gen-Varianten in Abhangigkeit des

Fibrosegrads

Fibrosegrad  Patienten ca8zy P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)
CC CcY YY HH HD DD
0 30 96,7% 3,3% 0 76,7% 23,3% 0
(29) (1) (23) @)
1 124 88,7% 11,3% 0 73,4% 24.2% 2,4%
(110) (12,8) 91) (30) (3)
2 86 87,2% 12,8% 0 72,1% 23,3% 4,7%
(79) (11) (62) (20) 4)
3 23 95,7% 4,3% 0 69,6% 30,3% 0
(22) (1) (16) (7)
4 190 85,8% 14,2% 0 75,3% 24,2% 0,5%
(163) (27) (143) (46) (1)
Insgesamt 453 88,1% 11,9% 0 0,21 74,0% 24,3% 1,8% 0,61
(399) (54) (335) (110) (8)

*exakter Chi-Quadrat-Test flr lineare Trends

3.4.2.2 Genotypverteilung bei Patienten mit bzw. ohne Zirrhose/LTX

Um in dieser Untergruppe einen mdoglichen Effekt der HFE-Gen-Varianten auf die

Progression der Erkrankung zur Leberzirrhose bzw. auf das Erreichen des Stadiums

der Dekompensation der Lebererrankung mit Indikation zur Lebertransplantation zu

untersuchen, wurden das Patientenkollektiv nach Patienten mit und ohne Leberzirrhose
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bzw. mit und ohne LTX aufgeteilt (Tabelle 17).

Die Analyse zeigte, dass eine leichte Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-
Variante in Patienten mit Zirrhose bzw. LTX beobachtet werden kann (Zirrhose: CY
13,0%, keine Zirrhose: CY 9,9%; LTX: CY 14,5%, keine LTX: CY 9,9%). Diese
Beobachtungen waren nach dem exakten Fisher-Test allerdings nicht signifikant
(p=0,39 bzw. p=0,29). In keinem Fall konnte eine Assoziation bei der H63D-Variante
beobachtet werden.

Tabelle 17: Vergleich der Genotypverteilung bei deutschen HCV-Patienten mit und ohne
Leberzirrhose/Lebertransplantation

Gruppe Patienten ca82y P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)
cC cY YY HH HD DD
ja 215 87,0% 13,0% 0 75,3% 24,2% 0,5%
(187) (28) (162) (52) (1)
Zirrhose 0,39 0,12
nein 343 89,8% 9,9% 0,3% 72,0% 25,1% 2,9%
(308) (34) (1) (247) (86) (10)
ja 145 85,5% 14,5% 0 77,2% 22,1% 0,7%
(124) (21) (112) (32) (1)
LTX 0,29 0,33
nein 413 89,8% 9,9% 0,2% 71,9% 25,7% 2,4%
(371) (41) (1) (297) (106) (10)

*exakter Fisher-Test

3.5 Einfluss des HFE-Gen-Status auf die Entwicklung eines HCC

Flr 109 Patienten (7,0% des Gesamtkollektivs) wurde die Diagnose eines HCC gestellt.
Nur in zwei Féllen trat das HCC in nicht zirrhotisch vorgeschadigter Leber auf. Es
handelte sich in 48,6% der Falle um HCC in Patienten mit chronischer Hepatitis C-
Virusinfektion. Die Verteilung ist in Abbildung 8 dargestellt.
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HCC-Fille

PBC/PSC AH
(1/0,9%) (1/0,9%)

ALD
(29/26,6%)

HCV

(53/48,6%) CLD

(9/8,3%)

HBV
Insgesamt (16/14,79%)
109

Abbildung 8: Anteile der Grunderkrankungen an der Gesamtheit der HCC-Félle (n/%)

Um einen mdglichen Effekt der HFE-Gen-Varianten auf die Entwicklung eines HCC zu
untersuchen wurde das gesamte Patientenkollektiv nach Patienten mit HCC und
Patienten mit Leberzirrhose ohne HCC aufgeteilt und die HFE-Genotypverteilung in
diesen Gruppen verglichen. Wie der Abbildung 9 zu entnehmen ist, konnte kein
Unterschied in der Verteilung der C282Y- und der H63D-Gen-Variante zwischen
Patienten mit HCC und Patienten mit alleiniger Leberzirrhose festgestellt werden
(exakter Fisher-Test, p=0,58 bzw. p=0,57). Auch wenn Patienten mit HCC mit
Kontrollen verglichen wurden, unterschied sich die Verteilung der C282Y- und der
H63D-Gen-Variante nicht signifikant (exakter Fisher-Test, p=0,31 bzw. p=0,96).



46

HCC - Zirrhose HCC - Zirrhose
100 899 91,6 100
801 c282Y 87 716 725 H63D
60 1 oce 60 1 OHH
%
40 1 mey 401 s BHD
mYY ’ 24,8 mDD
20 1 10,1 8.4 20 A
0 . 0 0.9 27
0 0
HCC Zirrhose HCC Zirrhose
(tog)  P=0,58 (750) (109) p=0,57 (750)
HCC - Kontrollen HCC - Kontrollen
100 899 93,2 100
80 4 Cos2y 80 | 71,6 71,8 H63D
60 1 oce 60 - oHH
* mcyY w0 =HD
0 Yy 27,5 26,8 mDD
20 10,1 20 A
0 62 0,6 0,9 1,4
0 HCC Kontrollen 0 HCC Kontrollen
dog  P=031 (355) (109) p=0.96 (355)

Abbildung 9: Vergleich der HFE-Genotypverteilung zwischen HCC-Patienten und Zirrhose-
Patienten bzw. zwischen HCC-Patienten und Kontrollen, exakter Fisher-Test

HFE-Gen-Varianten

Grunderkrankung zu untersuchen wurden die Analysen auf die zwei groBten

Um einen mdglichen Einfluss der in  Abhangigkeit der
Untergruppen ALD und HCV herunter gebrochen (Tabelle 18). Es konnte in der Gruppe
von Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung kein Effekt beobachtet werden. In
der HCV-Gruppe konnte eine Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante bei
Patienten mit HCC in Vergleich zu Kontrollen beobachtet werden (HCC: CY 15,1%,
Kontrollen: 6,2%). Diese Beobachtung war nach dem exakten Fisher-Test jedoch nicht

signifikant (p=0,08).
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Tabelle 18: Vergleich der HFE-Genotypverteilung der Gruppen ALD und HCV mit Kontrollen

HCC-Gruppe Patienten ca8zy P-Wert* H63D P-Wert*
n % (n) % (n)

cC cY YY HH HD DD

ALD 29 93,1% 6,9% 0 0,75 69,0% 31,0% 0 0,78
(27) () (20) 9)

HCV 53 84,9% 15,1% 0 0,08 67,9% 30,2% 1,9% 0,64
(45) (8) (36) (16) (1

Kontrollen 355 93,2% 6,2% 0,6% 71,8% 26,8% 1,4%
(331) (22) (2) (255) (95) (5)

*im Vergleich zu Kontrollen, exakter Fisher-Test
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4 Diskussion

Bis heute ist noch nicht vollstandig geklart, warum beispielsweise bestimmte Patienten
mit UbermaBigem Alkoholkonsum nach einigen Jahren eine Leberzirrhose entwickeln,
wahrend andere, trotz vergleichbarer Exposition, davon verschont bleiben. Klinische
Beobachtungen zeigen auch, dass Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion
eine langsame, mittlere oder schnelle Progression der Erkrankung zur Leberzirrhose
entwickeln kénnen (Poynard et al., 1997). Dies veranlasst dazu, die Hintergriinde der

Progredienz chronischer Lebererkrankungen naher zu beleuchten.

Bekannte Faktoren, die auf die Progredienz chronischer Lebererkrankungen Einfluss
nehmen, sind das Alter und Geschlecht des Patienten und die Dauer der Erkrankung.
Im Sinne eines multifaktoriellen Geschehens kénnen aber auch verschiedene
veranderte Gene, welche bei der Interaktion mit der Umwelt eine Schlisselrolle spielen,
als Ursache einer schnellen Progredienz zu Leberzirrhose oder HCC angesehen

werden.

Seit der Identifizierung des HFE-Gens im Jahre 1996 (Feder et al., 1996) wurden einige
Erkenntnisse zur Genotyp-Phéanotyp-Assoziation der HFE-Gen-Varianten C282Y und
H63D gewonnen. Wéahrend die homozygote C282Y-Variante Hauptursache fir die
klassische hereditare Hdmochromatose ist, weisen Individuen mit einer heterozygoten
C282Y- oder homozygoten H63D-Variante unter Umstanden lediglich eine subklinische
Erhéhung der hepatischen Eisenkonzentration auf (Beutler et al., 2000; Beutler et al.,
2003). lonisiertes Eisen induziert unter anderem die Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale, welche zu einer Schadigung von DNA oder Zellstrukturen flhren
(Britton und Bacon, 1994). Méglicherweise moduliert die hepatische Eiseneinlagerung
in Folge der HFE-Gen-Varianten Uber diesen Pathomechanismus die
Entzindungsaktivitat und den Fibrosegrad der Leber bei Vorliegen einer chronischen
Lebererkrankung. Dartber hinaus kann ein karzinogener Effekt durch
Eisenakkumulation auch fir die Entwicklung des HCC eine wichtige Rolle spielen. Eine
verstarkte hepatische Eisenakkumulation wurde insbesondere bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C-Virusinfektion von verschiedenen Autoren beschrieben (Piperno
et al., 1998; Martinelli et al., 2000). Es ist bis heute unklar, ob Alterationen im HFE-Gen
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daflir verantwortlich sind.

In der vorliegenden Studie wurde die Hypothese untersucht, ob die HFE-Gen-Varianten
C282Y und H63D die Entwicklung und Progression chronischer Lebererkrankungen und
die Entwicklung eines HCC negativ beeinflussen. Im Rahmen von Subgruppenanalysen
sollten Grunderkrankungen benannt werden, die bei Vorliegen einer HFE-Gen-Variante
ein besonders hohes Risiko flr eine Progredienz zu Leberzirrhose oder HCC haben

und von einer veranderten Therapie profitieren kénnten.

4.1 Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf die Entwicklung und Progression
chronischer Lebererkrankungen

411 Gesamtkollektiv

Insgesamt wurden 1557 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen auf ihnren HFE-
Gen-Status hin untersucht. Die Frage, ob HFE-Gen-Varianten im gesamten Kollektiv
der Patienten mit chronischen Lebererkrankungen gehduft auftreten und damit
genetische Risikofaktoren darstellen, muss an Hand dieser Studie negativ beantwortet
werden. Die heterozygote C282Y-Variante tritt hier nicht haufiger auf als in Kontrollen
(Patienten: CY 7,9%, Kontrollen: CY 6,2%, p=0,06). Auch das Vorliegen einer Zirrhose
oder LTX war nicht mit der HFE-Gen-Variante assoziiert. Gegen die Hypothese, dass
die HFE-Gen-Varianten fir den Schweregrad der Erkrankung bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen eine wichtige Rolle spielen, spricht auch die
Beobachtung, dass keine eindeutige Assoziation von Fibrosegrad und HFE-Gen-
Varianten nachgewiesen wurde. Allerdings handelte es sich hinsichtlich der
verschiedenen Grunderkrankungen um eine inhomogene Patientengruppe. In der
Literatur wurden insbesondere Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion
naher auf ihren HFE-Gen-Status hin untersucht. Daher wurden die einzelnen

Untergruppen gesondert analysiert.

4.1.2 Patienten mit Autoimmunhepatitis

Bislang wurde ein positiver Zusammenhang zwischen der C282Y-Variante und der
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Autoimmunhepatitis erst in einer Studie gefunden (Hoéhler et al., 2000). In dieser
Untersuchung wurde eine Uberreprasentanz des heterozygoten C282Y-Genotyps in
Patienten mit Autoimmunhepatitis (17,2%) in Vergleich zu Kontrollen festgestellt (6,4%).
Zeichen einer hdhergradigen Fibrose wurde in C282Y-Heterozygoten allerdings nicht
gefunden.

In der vorliegenden Studie wurden 103 Patienten mit Autoimmunhepatitis auf ihren
HFE-Gen-Status hin untersucht. Der Anteil an heterozygoten C282Y-Tragern betrug
6,8%, der der H63D-Trager 24,3%, was etwa der Verteilung im Kontrollkollektiv
entsprach. Analysierte man den Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf den Schweregrad
der Erkrankung, indem man die Genotypverteilung zwischen Patienten mit Zirrhose
(bzw. LTX) und Patienten ohne Zirrhose (bzw. LTX) miteinander verglich, so fand sich
auch hier keine Assoziation.

Insgesamt Iasst sich auf Grund der Inkonsistenz der Studienergebnisse sagen, dass die
untersuchte Anzahl der Patienten mit Autoimmunhepatitis zu klein ist, um einen Einfluss

von HFE-Gen-Varianten auf die Erkrankung zu untersuchen.

4.1.3 Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung

Pathogenetisch fihrt chronischer Alkoholkonsum zur Induktion des Cytochrom-P-450-
abangigen mikrosomalen Ethanoloxidierenden Systems (MEOS). Der gesteigerte O»-
Verbrauch durch das MEOS flhrt zu lappchenzentraler Hypoxie. In Folge einer
verminderten Oxidierung von Fettsduren entwickelt sich eine Fettleber. Das beim

Alkoholabbau entstehende Azetaldehyd wirkt zudem hepatotoxisch.

Ganne-Carrie et al. beschieben, dass auch eine erhdhte hepatische Eisenakkumulation,
unabhangig von ihrer Ursache, den Verlauf der alkoholtoxischen Lebererkrankung
negativ beeinflussen kann (Ganne-Carrie et al., 2000). Grove et al. untersuchten neben
dem Lebereisenstatus auch den HFE-Gen-Status von 257 Patienten mit
alkoholtoxischer Lebererkrankung und verglichen ihn mit 117 gesunden Kontrollen
(Grove et al., 1998). Die Autoren fanden keine signifikanten Unterschiede in der HFE-
Genotypverteilung bei Patienten versus Kontrollen. Weder das Vorliegen einer C282Y-

noch einer H63D-Heterozygotie hatte einen Einfluss auf den hepatischen Eisenstatus
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oder auf das Vorliegen einer verstarkten Leberschadigung.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir 233 Patienten mit alkoholtoxischer
Lebererkrankung auf ihren HFE-Gen-Status. Der Anteil an heterozygoten Tragern der
C282Y-Variante betrug hier 6,4%, der der H63D-Variante 31,8%. Dies entsprach etwa
der Verteilung im Kontrollkollektiv. Analysierte man den Einfluss der HFE-Gen-
Varianten auf den Schweregrad der Erkrankung in dem man die Genotypverteilung
zwischen Patienten mit Zirrhose (bzw. LTX) und Patienten ohne Zirrhose (bzw. LTX)
miteinander verglich, so konnte auch hier keine Assoziation festgestellt werden. Das
Vorliegen einer HFE-Gen-Variante erklart also nicht, warum einige Personen mit
erhdhtem Alkoholkonsum eine alkoholtoxische Lebererkrankung entwickeln oder eine
starkere Krankheitsprogression prasentieren als andere, die den gleichen Konsum
aufweisen. Hingegen wurde flr andere genetische Alterationen, die fir den
Ethanolmetabolismus (z.B. ADH2/3, ALDH2, Cyp2E1) oder als Antioxidant (MnSOD)
von Bedeutung sind, Uber einen solchen Zusammenhang berichtet (Wasmuth et al.,
2003). Nicht alle diese beschriebenen Assoziationen lieBen sich in nachfolgenden

Studien reproduzieren.

4.1.4 Patienten mit chronischer Hepatitis B-Virusinfektion

Eine Akkumulation von Eisen in der Leber tritt bei der Hepatitis B-Virusinfektion im
Unterschied zur Hepatitis C-Virusinfektion per se nur in geringem MaBe auf. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass erhdhte hepatische Eisenwerte mit einer hdheren
Entzindungsaktivitdt der Hepatitis B-Viruserkrankung korrelierten (Martinelli et al.,
2004). Es gibt nur wenige Studien, welche explizit die Bedeutung der HFE-Gen-

Varianten fir den Schweregrad der Hepatitis B-Viruserkrankung untersucht haben.

In einer kleineren Studie untersuchten Martinelli et al. 81 nicht-zirrhotische Patienten mit
Hepatitis B-Virusinfektion in Hinblick auf ihren serologischen und hepatischen
Eisenstatus sowie auf die Entziindungsaktivitdt und Progression der Lebererkrankung
und korrelierten diese Parameter mit dem vorliegenden HFE-Gen-Status (C282Y und
H63D) (Martinelli et al., 2004). In dieser Studie fand man zwar eine positive Assoziation
zwischen Eisenstatus und Aktivitat bzw. Progression der Lebererkrankung, der
vorliegende HFE-Genotyp hatte jedoch keinen Einfluss, weder auf den hepatischen
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Eisenstatus noch auf die Entzindungsaktivitat oder die Progression der Erkrankung. In
einer iranischen Studie mit 344 Patienten konnte nicht einmal eine Assoziation
zwischen HFE-Gen-Varianten und erhéhten Eisenwerten nachgewiesen werden. Einzig
die H63D-Variante stand mit einer erhéhten hepatischen Fibrose bei Patienten mit
Hepatitis B-Virusinfektion im Zusammenhang (Ghaziani et al., 2007).

In der vorliegenden Studie wurden 201 Patienten mit chronischer Hepatitis B-
Virusinfektion auf ihren HFE-Gen-Status hin untersucht. Der Anteil an heterozygoten
Tragern der C282Y-Variante betrug hier 4,0%, der der H63D-Variante 21,4%. Ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde also auch hier nicht
gefunden. Analysierte man den Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf den Schweregrad

der Erkrankung, so konnte auch hier keine Assoziation festgestellt werden.

Diese Ergebnisse bestéatigen die in der Literatur vorbeschriebene Vermutung, dass
HFE-Gen-Varianten keinen Einfluss auf die Progression der Lebererkrankung bei
chronischer Hepatitis B-Virusinfektion besitzen. Die vorgestellten Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die zum Teil beobachtet Eisenakkumulation der Leber bei Hepatitis B-
Virusinfektion (Martinelli et al, 2004) mdglicherweise auf eine viral bedingte
Entziindungsaktivitat zurlickzuflihren ist und nicht auf einen Einfluss der HFE-Gen-

Varianten.

4.1.5 Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion

Erhéhte Eisenwerte der Leber wurden schon mehrfach bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C-Virusinfektion beschrieben (Piperno et al., 1998; Martinelli et al., 2000).
Darlber hinaus stehen erhdhte hepatische Eisenparameter mit einer hdheren
inflammatorischen Aktivitat und einer beschleunigten Progression der Lebererkrankung
in Zusammenhang (Beinker et al., 1996). Eine verstarkte Eisenakkumulation scheint
auch das Ansprechen einer Hepatitis C-Virusinfektion auf eine Interferontherapie
herabzusetzen (Distante et al., 2002). Andererseits konnte gezeigt werden, dass eine
Eisendepletion mittels Aderlasstherapie einen positiven Effekt auf den Verlauf der
Erkrankung hat (Yano et al., 2002). Die Viruselimination bleibt davon allerdings
unbeeinflusst. Bis heute ist die Frage, ob genetische Faktoren wie HFE-Gen-Varianten

fir die beobachteten erhdhten hepatischen Eisenparameter verantwortlich sind,
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Gegenstand von Forschungsbemuihungen. Im Kontext der chronischen Hepatitis C-
Virusinfektion bei Tragern einer HFE-Gen-Variante kénnte das Zusammentreffen zweier
profibrogener Stimuli zu einer raschen Progression der Lebererkrankung beitragen. Es
ware auch denkbar, dass das Virus vorzugsweise Zellen mit erhéhtem Eisengehalt
befallt bzw. dass die Virusreplikation in solchen Zellen beglnstigt ist (Kakizaki et al.,
2000).

Insgesamt sind bisher mindestens elf Studien aus unterschiedlichten Regionen der Welt
zur Bedeutung von HFE-Gen-Varianten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C-
Virusinfektion durchgefihrt worden. Zu der Frage, ob und wie Alterationen im HFE-Gen
den Schweregrad der Lebererkrankung bei Patienten mit Hepatitis C-Virusinfektion

beeinflussen, liefern sie diskrepante Ergebnisse (Tabelle 19).

Tabelle 19: Ausgewéhlte Studienergebnisse im Vergleich

Studie/Land n Bemerkungen Héufigkeiten Asso-
Ziation*
c282yY H63D
(Smith et al., 137 nur C282Y Genotyp CY: 7,3% ja
1998)/England bestimmt
(Martinelli et al., 135 nur mannliche Genotyp CY:4,4%  Genotyp HD: 20,7% ja
2000)/Brasilien Patienten
Genotyp HD: 3,7%
(Erbardt et al., 401 nur Angabe von Allel Y: 6,95% Allel D: 14,75% ja, auch
2003)/Deutschland Allelhaufigkeiten H63D
(Geier et al., 166 nur Angabe von Allel Y: 4,2% Allel D: 21,3% ja, auch
2004)/Deutschland Allelhdufigkeiten H63D
(Hezode et al., 209 Pat. mit dekomp.  Genotyp CY:9,1%  Genotyp HD: 18,2%  nein
1999)/Frankreich Zirrhose
ausgeschlossen Genotyp DD: 4,3%
(Kazemi-Shirazi et 184 Genotyp CY:7,6%  Genotyp HD: 19,9%  nein
al.,
1999)/Ostereich Genotyp DD: 1,6%
(Thorburn et al., 164 Genotyp CY: 15,8% Genotyp HD: 20,1%  nein
2002)/England

Genotyp DD: 2,4%

*Assoziation von HFE-Gen-Varianten und Leberfibrose/-zirrhose

In mindestens sieben Untersuchungen wurde eine positive Assoziation der
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heterozygoten C282Y-Variante mit einer Progression der Lebererkrankung
nachgewiesen (Smith et al, 1998; Martinelli et al., 2000; Bonkovsky et al., 2002;
Erhardt et al,, 2003; Tung et al., 2003; Gehrke et al., 2003; Geier et al., 2004). So
konnte in einer englischen Studie von 1998 mit 137 Teilnehmern bei Patienten mit HFE-
Gen-Varianten eine vermehrte Eisenablagerung in Hepatozyten und eine verstarkte
Fibrosierung der Leber nachgewiesen werden. Das Vorliegen einer Leberfibrose
korrelierte stark mit dem Vorliegen der C282Y-Variante (Smith et al., 1998). Erhardt et
al. fanden in einer gréBeren deutschen Studie mit 401 Patienten mit chronischer
Hepatitis C-Virusinfektion eine positive Assoziation zwischen der heterozygoten C282Y-
Variante (im schwacheren AusmalB auch fir die H63D-Variante) und dem Vorliegen
einer Leberfibrose bzw. -zirrhose. Sie konnten zeigen, dass mit dem Schweregrad der
Lebererkrankung auch die Allelfrequenzen der C282Y- und der H63D-Varianten
anstiegen (Erhardt et al., 2003).

Einige andere Untersuchungen hingegen zeigten keine Assoziation der HFE-Gen-
Varianten mit einer Progression der Lebererkrankung (Hezode et al.,, 1999; Kazemi-
Shirazi et al., 1999; Negro et al., 2000; Pirisi et al., 2000; Thorburn et al., 2002; Valenti
et al., 2007). In einer franzésischen Studie mit 209 Patienten mit chronischer Hepatitis
C-Virusinfektion konnte zwar eine positive Assoziation zwischen hepatischer
Eisenakkumulation und Fibrosegrad nachgewiesen werden, diese Parameter
korrelierten aber nicht mit dem Vorliegen einer HFE-Gen-Variante (Hezode et al., 1999).
Kazemi-Shirazi et al. untersuchten in einer dsterreichischen Studie das Stadium der
Leberfibrose und den HFE-Gen-Status von 184 Patienten mit Hepatitis C-Virusinfektion
und konnten zeigen, dass sich das Stadium der Leberfibrose in Patienten mit oder ohne
HFE-Gen-Alteration nicht voneinander unterschied und dass die C282Y- und die H63D-
Allelfrequenz bei den untersuchten Patienten nicht von gesunden Kontrollpersonen
differierte (Kazemi-Shirazi et al., 1999). Auch in einer Studie mit 164 schottischen
Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion konnte kein Zusammenhang
zwischen HFE-Gen-Alterationen und erhéhten Eisenparametern im Serum oder in der
Leber gefunden werden. Auch das Fibrosestadium der Patienten war nicht mit HFE-
Gen-Alterationen assoziiert (Thorburn et al., 2002). Auch in einer aktuellen italienischen

Studie mit 143 Patienten mit Hepatitis C-Virusinfektion konnte keine erhéhte Haufigkeit
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der HFE-Gen-Varianten im Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen werden (Valenti et
al., 2007).

Da die Studien-Populationen teilweise sehr klein waren und geringe Fallzahlen die
Aussagekraft der Untersuchung schmaélern, missen manche Studienergebnisse
vorsichtig interpretiert werden. Insgesamt zeigen die diskrepanten Ergebnisse der
zahlreichen Studien, die zu dieser spezifischen Fragestellung durchgeflhrt wurden,
dass ein eindeutiger Effekt der C282Y-Variante durch Eisentberladung hinsichtlich des
Schweregrades der Erkrankung in Frage gestellt werden muss, bzw. dieser allenfalls
schwach ist und daher durch andere Einflussfaktoren méglicherweise leicht verschleiert
wird. Weiterhin kann die regional unterschiedliche Gewichtung von &tiologischen
Faktoren (Genotyp des Hepatitisvirus, Alkoholkonsum, Eisenaufnahme mit der
Nahrung, Aflatoxin B1 u. a.) im Zusammenhang mit der jeweils vorgefundenen
Genotypverteilung (im Sinne eines Risikoprofils) zumindest teilweise die verschieden
Ergebnisse bezliglich der Bedeutung der HFE-Gen-Varianten als Risikofaktoren fir die

Leberzirrhose erklaren.

In der vorliegenden Studie wurde die in der Literatur bisher unerreichte Anzahl von 687
Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion auf ihren HFE-Gen-Status hin
untersucht. Die Haufigkeit des heterozygoten C282Y-Genotyps betrug 9,9%, dies liegt
Uber den Haufigkeiten, die Smith et al. bzw. Erhardt et al. beschrieben haben, aber
noch unterhalb der Angaben der englischen Studie von Thorburn et al. (CY: 15,8%). Im
Vergleich zu Kontrollen konnte eine leichte Uberreprasentanz der heterozygoten
C282Y-Variante nachgewiesen werden (HCV: 9,9% vs. Kontrollen: 6,2%), allerdings
war diese Beobachtung nicht signifikant (exakter Fisher-Test, p=0,49). Innerhalb der
Gruppe wurde eine leichte Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante in
Patienten mit Zirrhose im Vergleich zu Patienten ohne Zirrhose beobachtet (Zirrhose:
CY 12,4%, keine Zirrhose: CY 8,5%). Auch diese Assoziation war nicht signifikant
(exakter Fisher-Test, p=0,16). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von
Hezode et al., Kazemi-Shirazi et al. und Thorburn et al., welche keinen Effekt der
C282Y-Variante auf den Schweregrad der Erkrankung finden konnten. Betrachtet man
HCV-Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose mit Indikation zur LTX, Iasst sich

auch hier nur ein allenfalls schwacher Effekt der heterozygoten C282Y-Variante
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beobachten (LTX: CY 14,2%, keine LTX: CY 8,5%, exakter Fisher-Test: p=0,06). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Tung et al., welche keinen Effekt
der HFE-Gen-Variante bei der Entwicklung einer dekompensierten (,end-stage®)
Leberzirrhose bei HCV-Patienten finden konnten (Tung et al., 2003).

Anders als bei Erhardt et al. (Erhardt et al., 2003) sowie bei Geier et al. (Geier et al.,
2004) konnte in der vorliegenden Studie bei Patienten mit chronischer Hepatitis C-
Virusinfektion auch kein Einfluss der H63D-Variante auf die Inzidenz oder den
Schweregrad der Erkrankung im Sinne einer Leberzirrhose oder einer dekompensierten
Lebererkrankung mit Indikation zur LTX gefunden werden. Diese Beobachtung steht
jedoch im Einklang mit der in einigen anderen Studien vorbeschriebenen
untergeordenten Rolle der H63D-Variante (Hezode et al., 1999; Kazemi-Shirazi et al.,
1999).

Die unterschiedliche Verteilung der C282Y-Variante in Populationen unterschiedlicher
Ethnizitdt mag die Inkonsistenz mancher Studienergebnisse teilweise erklaren. In nicht-
européischen Populationen ist die C282Y-Variante weitaus seltener anzutreffen als in
europdischen Bevdlkerungen. Da diese Tatsache mdglicherweise einen Stérfaktor
darstellt, wurden die statistischen Analysen nochmals an einer Untergruppe
durchgeflhrt, die ausschlieBlich HCV-Patienten mit deutscher Abstammung umfasste.
In dieser Untergruppe trat die C282Y-Variante signifikant haufiger auf als bei gesunden
Kontrollen (HCV-deutsch: CY 11,1%, Kontrollen: 6,2%, p=0,028). Analysierte man den
Einfluss der C282Y-Variante auf den Schweregrad der Erkrankung so konnte hier keine
Assoziation festgestellt werden. Gegen die Hypothese, dass die C282Y-Variante flr
den Schweregrad der Erkrankung in HCV-Patienten eine wichtige Rolle spielt, spricht
auch die Beobachtung, dass keine eindeutige Assoziation von Fibrosegrad und C282Y-
Alteration nachgewiesen werden konnte. Zu beachten ist hierbei allerdings, dass durch
die Bildung einer weiteren Subgruppe die statistische Power herabgesetzt ist.

Auf der Basis der in dieser Studie zu Stande gekommenen Ergebnisse kann die Frage,
ob ein Vorliegen der C282Y-Variante den Schweregrad der Lebererkrankung bei
Patienten mit Hepatitis C-Virusinfektion beeinflusst, nicht eindeutig beantwortet werden.
Insgesamt fallen die pathologischen Effekte der C282Y-Variante nicht so deutlich aus
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wie in einigen anderen Studien. Einzig in der Gruppe der HCV-Patienten deutscher
Abstammung konnte ein statistisch signifikanter Einfluss auf die Krankheitsentstehung
nachgewiesen werden. Madglicherweise spielen in dieser Studie andere, nicht
kontrollierte Faktoren eine starkere Rolle als in Studien, die einen signifikanten
Zusammenhang zwischen C282Y-Variante und Schweregrad der Erkrankung gezeigt
haben. Nicht erkannter erhéhter Alkoholkonsum beispielsweise kdnnte einen nicht
unerheblichen Einflussfaktor darstellen und den Effekt der C282Y-Variante verschleiern.
Dariber hinaus ist die Vergleichbarkeit einiger Studien diesbezliglich eingeschrankt. So
wurde zum Beispiel in der Studie von Kazemi-Shirazi et al. ein erhdhter Alkoholkonsum
zugelassen (Kazemi-Shirazi et al., 1999). Sicherlich kann die C282Y-Variante das
Phanomen der Eisenlberladung bei HCV-Patienten nur partiell erklaren. Denkbar ware
auch, dass das Virus direkt auf den Eisenstoffwechsel einwirkt oder erhéhte Eisenwerte
Folge von Entziindung und Zelluntergang sind.

4.1.6 Patienten mit kryptogener Lebererkrankung

Bislang wurden HFE-Gen-Varianten bei der kryptogenen Lebererkrankung noch nicht

untersucht.

In der vorliegenden Studie wurden 67 Patienten mit kryptogener Lebererkrankung
untersucht. Fiir diese Gruppe war eine Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-
Variante (14,9%) im Vergleich zu Kontrollen zu verzeichnen. Diese Assoziation war
signifikant (exakter Fisher-Test, p= 0,046). Insgesamt 55 Patienten in dieser Gruppe
(82,1%) hatten sich einer LTX unterzogen. Verglich man die HFE-Genotypverteilung
von Patienten mit bzw. ohne LTX, so stellte sich keine statistisch signifikante
Assoziation der heterozygoten C282Y-Variante in Patienten mit LTX heraus.

Das heterozygote Vorliegen einer C282Y-Variante kdnnte somit ein beginstigender
Faktor flr die Entwicklung einer kryptogenen Leberzirrhose sein; neben weiteren
genetischen Alterationen und Umwelteinfliissen. Dabei kdnnte es sich auch z.B. um
nicht untersuchte Genalterationen handeln, die mit der C282Y-Variante im
Kopplungsungleichgewicht  liegen  (denkbar z.B. fir den MHC). Ein
Kopplungsungleichgewicht liegt vor, wenn zwei Allele an zwei benachbarten Genorten

haufiger gemeinsam vererbt werden, als durch Zufall in einer Population zu erwarten
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ware. Dies ist der Fall, wenn die Genorte gemeinsam in einem sog. Haploblock
vorliegen, der in der Regel nicht durch Crossing-over getrennt wird. So wurde
beispielsweise fur bestimmte HLA-Haplotypen ein erhéhtes Risiko fir die
Autoimmunhepatitis beobachtet (Czaja und Donaldson, 2002) und einige HLA-Gene
scheinen auch mit einer Erkrankungsprogression bei PBL assoziiert zu sein (Donaldson
et al., 2001). Eine weitere Mdglichkeit ist das gleichzeitige Vorliegen einer Genalteration
im a4-Antitrypsin-Gen, was eine Kumulation profibrogener Reize bedeuten und damit
eine Fibrosierung der Leber begiinstigen kénnte. Eine Uberlegung ist auch, ob
gleichzeitig eine Genalteration in einem weiteren Gen mit Bedeutung fir den
Eisenmetabolismus (Ferroportin, Transferrinrezeptor 2, Hepcidin) vorliegen kdnnte, so
dass erst die Kombination aus beiden Alterationen zu einer Risikoerhéhung fur die
manifeste Erkrankung fuhrt. Da ein pathologisch erhéhter serologischer Eisenstatus
(Eisen, Ferritin, Tansferrin, Transferrinsattigung) der Patienten jedoch ausgeschlossen
wurde, ist dieser Pathomechanismus unwahrscheinlich, wenngleich  der

Lebereisengehalt letztlich unbekannt ist.

4.1.7 Patienten mit nichtalkoholischer Fettleberhepatitis

Bis heute ist nicht abschlieBend geklart, welche Faktoren bei der Entwicklung einer
NASH eine Rolle spielen. Allerdings ist bekannt, dass die Erkrankung vornehmlich bei
Patienten mit Adipositas, Typ-2-Diabetes mellitus und Hyperlipiddmie auftritt. Day und
James schlagen eine sog. ,two-hit“-Theorie vor, der zu Folge eine Stérung des
Fettsdure- und Triglicerid-Metabolismus zu hepatischer Triglycerid-Akkumulation flhrt
(»first hit“), und ein variabler weiterer Faktor (,second hit®) letztendlich zur Progression
der NASH fihrt (Day und James, 1998). Mdglicherweise stellt die HFE-Gen-assoziierte
Eisenakkumulation mit sukzessiver Peroxidation von Fettsduren einen dieser Faktoren
dar. Eine milde Form der hepatischen Eisenakkumulation wurde in einigen Patienten
mit NASH bereits beschrieben und eine Assoziation mit HFE-Gen-Alterationen ist in
einigen kleinen Studien untersucht worden: In einer Studie mit 51 Patienten mit NASH
war die Pravalenz der (C282Y-Variante mit erhéhten Lebereisenwerten und
Fibrosescores assoziiert (George et al., 1998). In einer US-amerikanischen Studie
untersuchten Bonkovsky et al. 57 Patienten mit NASH hinsichtlich ihres HFE-Gen-
Status. Sie fanden, dass die HFE-Gen-Variante C282Y in diesen Patienten mit
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vermehrter Fibrosierung assoziiert war. AuBerdem wurden bei Patienten mit HFE-Gen-
Variante erhdéhte Lebereisenwerte beobachtet (Bonkovsky et al., 1999). In einer Studie
von Chitturi et al. mit 93 Patienten mit NASH wurde hingegen kein positiver
Zusammenhang zwischen HFE-Gen-Alterationen und Leberfibrose gefunden. Dieser
Studie zu Folge stellen HFE-Gen-Alterationen keine zusatzlichen Risikofaktoren fiir die
Fibroseprogression in NASH dar (Chitturi et al., 2002). Auch in einer Studie mit 272
italienischen Patienten mit NASH konnte keine signifikant erhéhte Pravalenz der HFE-
Gen-Varianten bei Patienten im Vergleich mit Kontrollen gefunden werden (Neri et al.,
2007). In einer amerikanischen Studie wiederum mit 126 Teilnehmern mit NASH betrug
die Pravalenz der heterozygoten C282Y-Variante 14,3%. Die Variante war in dieser
Studie mit einem erhéhten Fibrosegrad assoziiert (Nelson et al., 2007).

Insgesamt wurden in unserer Untergruppe der Patienten mit NASH 49 Patienten auf
ihren HFE-Gen-Status untersucht. Es konnte keine erhdhte Pravalenz der C282Y- bzw.
H63D-Variante in dieser Gruppe im Vergleich zu Kontrollen gefunden werden. Uber
einen mdglichen Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf den Schweregrad der Erkrankung
konnte keine Aussage gemacht werden, da nur ein Patient mit Lebezirrhose bzw. LTX
in dieser Gruppe vorlag.

Insgesamt deuten aber auch die diskrepanten Studienergebnisse anderer
Forschungsgruppen auf keinen oder einen unbedeutenden Einfluss der HFE-Gen-
Alterationen bei Patienten mit NASH hin. Dies wird mit den vorliegenden Ergebnissen
bestatigt.

4.1.8 Patienten mit cholestatischer Lebererkrankung

Zu einem Zusammenhang zwischen HFE-Gen-Alterationen und cholestatischen
Lebererkrankungen liegen keine expliziten Studiendaten vor. Héhler et al. stellte in einer
Studie eine Uberreprasentanz der C282Y-Variante in einer Gruppe mit Patienten mit
Autoimmunhepatitis und primar bilidrer Zirrhose fest (Hoéhler et al., 2000). In der
vorliegenden Studie wurden 217 Patienten mit cholestatischen Lebererkrankungen auf
ihren HFE-Gen-Status hin untersucht. Der Anteil an heterozygoten Tragern der C282Y-
Variante betrug hier 5,5%, der der H63D-Variante 22,6%, was etwa der Verteilung im
Kontrollkollektiv entsprach. Analysierte man den Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf
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den Schweregrad der Erkrankung in dem man die Genotypverteilung zwischen
Patienten mit Zirrhose (bzw. LTX) und Patienten ohne Zirrhose (bzw. LTX) miteinander

verglich, so konnte auch hier keine Assoziation festgestellt werden.

4.2 Einfluss der HFE-Gen-Varianten auf die Entwicklung eines HCC

Es stellt sich die Frage, welchen Einfluss HFE-Gen-Alterationen im Sinne eines
Risikofaktors auf die Entwicklung eines HCC haben. Molekulare Konsequenz einer
Eisenlberladung der Zelle ist die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, welche wiederum
zu oxidativer Schadigung genomischer DNA flihren (Loeb et al, 1988).
Molekulargenetische Untersuchungen an nicht-tumorésem Lebermaterial von Patienten
mit Himochromatose ergaben, dass die Bildung von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen
durch eine Eisenlberladung gehauft zu Mutationen im Codon 249 des
Tumorsuppressorgens p53 fuhren (Hussain et al, 2000). Eine hepatische
Eisenakkumulation tréagt unabhangig von der Grunderkrankung zu der Entwicklung
eines HCC bei (Turlin et al, 1995). Studien, die die Bedeutung der HFE-Gen-
Alterationen flir das HCC untersuchten, ergaben diskrepante Ergebnisse (Tabelle 20).

Tabelle 20: Studienergebnisse zur Bedeutung der C282Y-Variante im Vergleich

Studie/Land Anzahl  Hé&ufigkeit des heterozygoten C282Y- Assoziation™
Genotyps
HCC non-HCC  Kontrollen
(Hellerbrand et al., 137 12,4% 3,7% 4.8% ja
2003)/Deutschland
(Fargion et al., 81 8,6% 1,6% ja
2001)/Italien
(Boige et al., 133 5,0% 4,0% nein
2003)/Frankreich
(Cauza et al., 162 nein, Allelfrequenz
2003)/Osterreich (C282Y/H53D): 8,3%

*Assoziation der heterozygoten C282Y-Variante und HCC

Die Ergebnisse der einzelnen Studien sind nicht immer unmittelbar miteinander

vergleichbar. Fargion et al. beispielsweise verglichen das Patientenkollektiv der HCC-
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Patienten ausschlieBlich mit gesunden Kontrollen, eine Kontrollgruppe mit Patienten mit
Leberzirrhose ohne HCC fehlte. Idealerweise sollte jedoch auch eine Kontrollgruppe
herangezogen werden, die sich ausschlieBlich im untersuchten Merkmal von der
Studienpopulation unterscheidet. Darliber hinaus war die Studien-Populationen mit 81
HCC-Patienten relativ klein, was weiterhin die Aussagekraft dieser Untersuchung
schmélert. Des Weiteren wurden die Studien in Populationen unterschiedlicher
Ethnizitdt durchgefihrt, die sich teilweise deutlich in der C282Y-Genotypverteilung

voneinander unterscheiden.

In der vorliegenden Studie wurde bei 109 Patienten der 1557 in die Studie
eingeschlossenen Patienten die Diagnose eines HCC gestellt. Bei 107 dieser Patienten
entwickelte sich das HCC auf dem Boden einer zirrhotisch vorgeschadigten Leber. Die
Verteilung der heterozygoten C282Y-Variante unterschied sich nicht signifikant, wenn
Patienten mit Leberzirrhose und HCC mit Patienten mit alleiniger Leberzirrhose
verglichen wurden (HCC+Zirrhose: CY 10,1%, nur Zirrhose: CY 8,4%; exakter Fisher-
Test: p=0,58). Selbst wenn als Vergleichsgruppe gesunde Kontrollen zu Grunde gelegt
wurden, unterschied sich die Verteilung der C282Y-Variante nicht signifikant

voneinander (exakter Fisher-Test, p=0,31).

Auch far die Verteilung H63D-Variante wurde, im Einklang mit der vorbeschriebenen
untergeordneten Rolle der H63D-Variante, bei keiner dieser Analysen eine

Uberreprasentanz dieser Genalteration beobachtet.

Um einen mdglichen Einfluss der HFE-Gen-Varianten in Hinblick auf die
Grunderkrankung zu untersuchen wurden die Analysen auf die gréBeren Untergruppen
heruntergebrochen. Lauret et al. untersuchten in einer kleinen spanischen Studie die
Assoziation zwischen den HFE-Gen-Alterationen und dem Auftreten eines HCC unter
277 Patienten mit Leberzirrhose (davon 77 mit HCC). Sie fanden eine erhdhte
Pravalenz der C282Y-Heterozygotie (20,9%) bei Patienten mit HCC auf dem Boden
einer alkoholtoxischen Leberzirrhose (n=42) und schlussfolgerten, dass diese Variante
mit einem erhdhten Risiko eines HCC in Patienten mit alkoholtoxischer Leberzirrhose
einhergeht (Lauret et al., 2002).

In der vorliegenden Studie befanden sich in der Untergruppe der Patienten mit
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alkoholtoxischer Lebererkrankung insgesamt 233 Patienten, von denen 29 Patienten
ein HCC entwickelt hatten (12,4%). In dieser Untergruppe konnte kein signifikanter
Unterschied in der Verteilung der C282Y- und der H63D-Variante zwischen Patienten
und Kontrollen festgestellt werden. In Hinblick auf die relativ kleine Anzahl an HCC-
Fallen von nur 29 Patienten steht die Aussagekraft dieser Studie hinter den Studien von
Lauret et al. mit einer héheren statistischen Power zurlick. In der Untergruppe der
Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion waren insgesamt 687 Patienten von
denen 53 Patienten (7,7%) ein HCC entwickelt hatten. Es konnte zwar eine
Uberreprésentanz der C282Y-Variante in Patienten mit HCC im Vergleich zu Kontrollen
beobachtet werden (Kontrollen: CY 6,2%, HCC: CY 15,1%) diese war jedoch nicht
signifikant (exakter Fisher-Test, p=0,08). Insgesamt lassen diese Ergebnisse keine
Rlckschlisse auf einen Effekt der C282Y-Variante auf die Entwicklung eines HCC bei
HCV-bedingter Lebererkrankung zu.

In der Zusammenschau der auf der Basis dieser Studie gewonnenen Resultate mit den
in der Literatur vorbeschriebenen Ergebnissen gibt es keinen Hinweis auf bedeutsame
Effekte der HFE-Gen-Varianten auf die Entwicklung eines HCC auf dem Boden einer
Leberzirrhose bzw. bei Vorliegen einer Hepathopathie. Méglicherweise ist ein zur
Kanzerogenese beitragender Effekt zu schwach und kann daher durch andere
Einflussfaktoren leicht verschleiert werden. Um einen womdéglich schwachen
genetischen Effekt nachweisen zu kénnen, mussten gréBere Patientenkollektive

rekrutiert werden.

4.3 Problematik genetischer Studien
4.3.1 Haplotypen

Durch die Analyse einer einzelnen Genvariante kann nicht ausgeschlossen werden,
dass andere, nicht untersuchte Genalterationen, die mit ersterer im linkage
disequilibrium®  (Kopplungsungleichgewicht) liegen, krankheitsrelevant sind. Ein
Kopplungsungleichgewicht liegt vor, wenn zwei Allele an zwei benachbarten Genorten

haufiger gemeinsam vererbt werden, als durch Zufall in einer Population zu erwarten
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ware. Befinden sich weitere Genalterationen in der regulatorischen Region des
jeweiligen Gens ist es wahrscheinlich, dass sie sich gegenseitig beeinflussen. Aus
diesem Grund scheinen die Bestimmung mehrerer Genvarianten eines Gens und die
Rekonstruktion der Haplotypen angezeigt. Die Haplotypenanalyse berilicksichtigt Gen-
Gen-Zusammenspiele in einer Region und verbessert die Aussagekraft Gber mégliche
Interaktionen oder deckt sie erst auf.

4.3.2 Umweltfaktoren

Neben Alkoholkonsum und Hepatitisinfektionen existieren viele weitere Umweltfaktoren,
die nicht, oder nur schwer erfassbar sind. Kontakt mit weiteren hepatotropen
Infektionserregern, Tabakrauch, hepatotoxische Medikamente und Industriegifte,
Pilzgifte, Erndhrung und andere gehdéren dazu. Es sind auch einige nicht HFE-Gen-
assoziierte Erkrankungen des Eisenstoffwechsels bekannt. Dazu gehért das so
genannte ,African overload“, das eine erhdhte Eisenakkumulation bei Personen
darstellt, die einen Konsum von speziellem, nichtkommerziell hergestelltem Bier
aufweisen. Dieses Bier wird in Eisenfassern gebraut und hat ein extrem hohes
Eisengehalt. Diese Faktoren kénnen auch regional unterschiedlich gewichtet sein, so
dass die Vergleichbarkeit von Populationen vermindert bzw. eine schwacher
genetischer Effekt vollstandig kaschiert werden kann.

4.3.3 Ethnizitat

Die Allel-Frequenz der C282Y-Variante hat eine starke geographische Variation, so ist
in Europa ist ein starkes Nord-Sud-Gefélle zu beobachten. In Afrika und Asien spielt die
C282Y-Variante eine untergeordnete Rolle hinsichtlich der Pravalenz. In solchen
Regionen kénnen Erkrankungen wie beispielsweise die B-Thaldssamie einen groBen
Einfluss auf den Eisenstoffwechsel haben und milde genetische Effekte der HFE-Gen-
Alterationen mdglicherweise verschleiern. Auch die regional unterschiedliche
Gewichtung von Umweltfaktoren kann im Zusammenhang mit dem jeweils
vorgefundenen genetischen Risikoprofils die unterschiedliche Bedeutung der HFE-Gen-
Varianten erklaren. Daher sollte die Studienpopulation hinsichtlich der ethnischen
Abstammung maoglichst homogen sein, um eine Verfélschung der Ergebnisse durch
populationsspezifische Faktoren zu vermeiden. Gleiches qilt fir die ausgewahlte
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Kontrollpopulation.

4.3.4 Vergleichbarkeit von Studien

HFE-Gen-Varianten wurde in einigen unterschiedlichen Studien als genetische
Risikofaktoren fir Leberzirrhose und das HCC beschrieben und analysiert. Dennoch ist
die Vergleichbarkeit der Studien zum Teil stark eingeschrankt, wenn die
Grunderkrankung nicht genau beschrieben wurde bzw. die jeweiligen Diagnosekriterien
von Studie zu Studie differieren. Ein methodeninharentes Problem von Studien, die an
Universitatskliniken durchgefiihrt wurden, ist die Tatsache, dass die Patienten unter
Umstédnden ein fortgeschritteneres Krankheitsbild prasentieren und damit ein
selektioniertes Patientengut darstellen. Bei der Auswertung von Studienergebnissen
wurden teilweise unterschiedlich zusammengestellte Untergruppen miteinander
verglichen bzw. unterschiedliche statistische Verfahren verwendet was die
Vergleichbarkeit der Studienergebnisse weiterhin erschwert. Zusatzlich mag in der
Literatur auch zusatzlich die Tendenz eine Rolle spielen positive Ergebnisse bevorzugt

zu verdffentlichen, so dass Negativergebnisse keine Erwahnung finden.

4.4 Schlussfolgerung

Unter Berilcksichtigung aller genannten Ergebnisse dieser Untersuchung kann die
zentrale Frage nach der Bedeutung der HFE-Gen-Varianten bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen verschiedener Atiologie folgendermaBen beantwortet

werden:

e Die Pravalenz der heterozygoten C282Y-Variante war in Patienten mit
kryptogener Lebererkrankung signifikant erhdht, was maoglicherweise ein
Zeichen fir den Einfluss dieser HFE-Gen-Variante auf die Erkrankung ist. Auch
Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion deutscher Abstammung

wiesen eine erhohte Pravalenz der C282Y-Variante auf.

e Ein Einfluss der C282Y- bzw. H63D-Variante auf den Schweregrad der
Erkrankung im Sinne einer hohergradigen Fibrose, dem Auftreten einer
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Zirrhose oder der Indikation zur LTX konnte in den einzelnen Gruppen nicht

gefunden werden.

e Auch ein Einfluss der C282Y- bzw. H63D-Variante auf die Entstehung eines
HCC konnte nicht bestéatigt werden.

Insgesamt lasst sich daher sagen, dass Patienten mit heterozygoter C282Y-Variante
ein héheres Risiko haben, eine kryptogene Lebererkrankung zu entwickeln. Sicherlich
kann die kryptogene Lebererkrankung nur partiell durch den genetischen Einfluss der
C282Y-Variante erklart werden. In der Krankheitsatiologie spielen andere, unbekannte
genetische Faktoren oder Umwelteinflisse eine wichtige Rolle. Dabei kdnnte es sich
z.B. um bisher nicht untersuchte Genalterationen handeln, die mit der C282Y-Variante
im Kopplungsungleichgewicht liegen (z.B. HLA-Gene). Eine weitere Mdglichkeit ist das
gleichzeitige Vorliegen einer Genalteration im aq-Antitrypsin-Gen welche eine
Kumulation profibrogener Reize bedeuten und damit eine Fibrosierung der Leber
beglnstigen kdnnte.

Bezliglich der chronischen Hepatitis C-Virusinfektion muss in der Zusammenschau mit
den in der Literatur beschriebenen diskrepanten Ergebnissen ein eindeutiger
pathologischer Effekt der C282Y-Variante hinsichtlich Schweregrad der Erkrankung in
Frage gestellt werden. Einzig in der Gruppe der HCV-Patienten deutscher Abstammung
konnte ein statistisch signifikanter Einfluss auf die Krankheitsentstehung nachgewiesen
werden. Es kann allenfalls ein schwacher Effekt konstatiert werden, der durch andere
Einflussfaktoren méglicherweise leicht verschleiert wird. Die regional unterschiedliche
Gewichtung é&tiologischer Faktoren (Genotyp des Hepatitisvirus, Alkoholkonsum,
hepatotoxische Industriegifte, Aflatoxin B1 u. a.) im Zusammenhang mit der jeweils
vorgefundenen Genotypverteilung (im Sinne eines Risikoprofils der jeweiligen
ethnischen Gruppe) kann zumindest teilweise die verschieden Ergebnisse bezliglich der
Bedeutung der HFE-Gen-Varianten als Risikofaktoren fir Leberzirrhose in HCV-
Patienten erklaren. Die in der Literatur beschriebene Eisenlberladung bei HCV-
Patienten kann durch das Vorliegen einer C282Y-Variante nicht vollstdndig erklart
werden. Denkbar ware auch, dass das Virus direkt auf den Eisenstoffwechsel einwirkt
oder erhdhte Eisenwerte Folge von Entziindung und Zelluntergang sind. Der genaue
Mechanismus der vermehrten Eiseniiberladung bei Patienten mit chronischer Hepatitis
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C-Virusinfektion bleibt weiterhin unklar.

In der Zusammenschau der auf der Basis dieser Studie gewonnenen Resultate mit den
in der Literatur vorbeschriebenen diskrepanten Ergebnissen gibt es auch keinen
Hinweis auf einen bedeutsamen Effekt der HFE-Gen-Varianten auf die Entwicklung
eines HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose bzw. bei Vorliegen einer Hepathopathie.
Diese Patienten haben bei Vorliegen einer HFE-Gen-Alteration kein erhdhtes Risiko ein
HCC zu entwickeln. Mdéglicherweise ist ein zur Kanzerogenese beitragender Effekt zu

schwach.

Um dennoch einen schwachen Effekt der HFE-Gen-Alterationen eindeutig nachweisen
zu kénnen, mussten in Zukunft deutlich gréBere Assoziationsstudien mit mehreren

tausend Teilnehmern durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Méglicherweise moduliert die hepatische Eiseneinlagerung in Folge von Alterationen im
HFE-Gen die Progression einer gleichzeitig vorliegenden chronischen Lebererkrankung.
Bisher wird kontrovers beurteilt, ob Variationen im HFE-Gen als profibrogene Stimuli
den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen kdénnen. Dariber hinaus kann ein
karzinogener Effekt durch Eisenakkumulation auch fur die Entwicklung des HCC eine
Rolle spielen. In der vorliegenden Dissertation wurde die Hypothese untersucht, ob die
HFE-Gen-Varianten C282Y und H63D die Entwicklung und Progression chronischer
Lebererkrankungen und die Entwicklung eines HCC im Sinne genetischer
Risikofaktoren negativ beeinflussen. Im Rahmen von Subgruppenanalysen sollten
Grunderkrankungen benannt werden, die bei Vorliegen einer HFE-Gen-Alteration ein

besonders hohes Risiko fir Erkrankungsprogression oder HCC haben.

Es wurden insgesamt 1557 Patienten, die im Zeitraum von 1988 bis 2003 wegen
chronischer Lebererkrankungen behandelt worden sind, und 355 gesunde
Kontrollpersonen in die Studie eingeschlossen. Die Detektion der HFE-Gen-Varianten
C282Y und H63D wurde mittels PCR-Amplifikation und nachfolgender
Schmelzkurvenanalyse mit ,fluorescence resonance energy transfer” (FRET)-Proben im
LightCycler-Gerat  durchgefuhrt. An Hand klinischer, laborchemischer,
bildmorphologischer und histologischer Befunde wurden nach definierten Kriterien
folgende Diagnosegruppen gebildet: Patienten mit Autoimmunhepatitis (AIH, n=103),
Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung (ALD, n=233), Patienten mit
chronischer Hepatitis B-Virusinfektion (HBV, n=201), Patienten mit chronischer
Hepatitis C-Virusinfektion (HCV, n=687), Patienten mit kryptogener Lebererkrankung
(CLD, n=67), und Patienten mit nicht-alkoholischer Fettleberhepatitis (NASH, n=49).
Patienten mit priméar bilidrer Zirrhose sowie Patienten mit primar sklerosierender
Cholangitits (PSC) wurden in die Gruppe der Patienten mit cholestatischer
Lebererkrankung (PBC/PSC, n=217) zusammengefasst. Patienten deutscher
Abstammung mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion wurden zusétzlich gesondert
betrachtet (HCV-deutsch, n= 558). Bei 1150 Patienten (73,9% des Gesamtkollektivs)
konnte eine Fibrosegrad-Bestimmung nach Scheuer durchgefiihrt werden. Fir 857
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Patienten (55,5% des Gesamtkollektivs) wurde klinisch oder histologisch die Diagnose
einer Leberzirrhose gestellt. Insgesamt 681 Patienten (43,7% des Gesamtkollektivs)
hatten eine Lebertransplantation in Folge dekompensierter Leberzirrhose erhalten. Fur
109 Patienten (7% der Gesamtkollektivs) wurde die Diagnose eines HCC festgestellt.

FOr die Patienten mit kryptogener Lebererkrankung und HCV-Infektion deutscher
Abstammung konnte eine Uberreprasentanz der heterozygoten C282Y-Variante im
Vergleich zu Kontrollen verzeichnet werden (CLD: CY 14,9%, HCV-deutsch: CY 9,9%,
Kontrollen: CY 6,2%). Diese Assoziationen waren signifikant (exakter Fisher-Test, p=
0,046 bzw. p=0,013). Fir alle anderen Patientengruppen war ein Unterschied in der
Haufigkeitsverteilung der C282Y-Variante im Vergleich mit Kontrollen nicht nachweisbar
(p>0,05). Fur die Verteilung H63D-Variante wurden keine Unterschiede zwischen
Patienten und Kontrollen gefunden. In keiner Diagnosegruppe waren HFE-Gen-
Alterationen mit hdéhergradiger Fibrose, Leberzirrhose oder der Indikation zur
Lebertransplantation assoziiert. Die Verteilung des HFE-Genotyps und insbesondere
die Haufigkeit der heterozygoten C282Y-Variante unterschied sich nicht zwischen
Patienten mit HCC und Patienten mit alleiniger Leberzirrhose bzw. gesunden Kontrollen
(HCC: CY 10,1%, Zirrhose: CY 8,4%, Kontrollen: CY 6,2%).

Patienten mit heterozygoter C282Y-Variante haben mdglicherweise ein hdheres Risiko,
eine kryptogene Lebererkrankung zu entwickeln. Es sind weitere Untersuchungen nétig,
um weitere unbekannte genetische Faktoren oder Umwelteinflisse und den genauen
Pathomechanismus der Erkrankung nachzuweisen. Bezuglich der chronischen Hepatitis
C-Virusinfektion muss in der Zusammenschau mit den in der Literatur beschriebenen
diskrepanten Ergebnissen ein eindeutiger pathologischer Effekt der C282Y-Variante in
Frage gestellt werden. Alterationen im HFE-Gen haben keinen Einfluss auf die
Progression einer chronischen Lebererkrankung oder auf die Entstehung eines HCC im

Sinne eines genetischen Risikofaktors.
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