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5. Diskussion 
 

5.1 Optimierung der DHPLC-Analysebedingungen 
 

5.1.1 Modifizierung der  DNA-Schmelztemperaturen und Einsatz von bekannten KRT8/18-

Sequenzvarianten zur Optimierung der DHPLC-Sensitivität  

Die geschätzte Sensitivität und Spezifität der DHPLC in der Detektion von SNPs liegt bei über 

96% (Xiao und Oefner, 2001). Im direkten Vergleich ist die DHPLC häufig anderen Analyse-

verfahren überlegen, z.B. Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (Gross et al., 1999; 

Choy et al., 1999; Jones et al., 1999), denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (Skopek et 

al., 1999) oder „chemical cleavage of mismatch“ (Cotton und Bray, 2001). Die DHPLC weist 

eine ähnlich hohe Sensitivität wie die direkte Sequenzierung auf (O´Donovan et al., 1998; Gross 

et al., 1999; Le Marechal et al., 2001; Ravnik-Glavac et al., 2002). Die Sensitivität ist über eine 

Fragmentlänge von 150-700 bp konstant hoch (O´Donovan et al., 1998). Allerdings wird sie 

entscheidend von der Schmelztemperatur beeinflusst, die sich u.a. nach der Länge und Basen-

zusammensetzung des DNA-Fragments richtet (Jones et al., 1999). AT-reiche Sequenzen sind 

instabiler als GC-reiche Regionen aufgrund der geringeren Anzahl an Wasserstoffbrücken-

bindungen. Sie denaturieren bei niedrigeren Temperaturen und bilden „low melting domains“ 

aus. Je nach AT- bzw. GC-Basenkonzentration kann daher die optimale Schmelztemperatur 

zwischen 48 und 68°C variieren (Xiao und Oefner, 2001). Zur Berechnung der optimalen 

Analysetemperaturen wurde der DHPLCMelt-Algorithmus (http://insertion.stanford.edu/melt. 

html) entwickelt, der jedoch die Tendenz hat, in bestimmten Fällen zu niedrige Analysetempera-

turen zu berechnen (Rudolph et al., 1999). Jones et al. (1999) konnten 97% der heterozygoten 

Varianten bei den so berechneten Temperaturen identifizieren, während 100%ige Sensitivität der 

DHPLC nur durch zusätzliche Analyse mit 2°C höheren Temperaturen zu erreichen war. In 

Studien von Le Marechal et al. (2001) und Ravnik-Glavac et al., (2002) konnte die Sensitivität 

ebenfalls auf 100% gesteigert werden unter Anwendung von bis zu 2°C höheren als den vorher-

gesagten Trennsäulentemperaturen. Möglicherweise beeinflussen lokale Faktoren (z.B. Haar-

nadelformationen) oder Ionen der PCR die Stabilität der Basenfehlpaarungen (Jones et al., 1999; 

Rudolph et al., 1999), die nicht von der Software berücksichtigt werden können. Es wurde ein 

modifizierter Algorithmus entwickelt, auf dem die Software Wavemaker (Transgenomic, USA) 

basiert. Sie erstellt im Vergleich zum DHPLCMelt-Algorithmus präzisere Temperaturberech-

nungen (Rudolph et al., 2002). Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigten allerdings, dass 
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auch das verwendete Programm Wavemaker, Version 4.1.44, für bestimmte DNA-Sequenzen zu 

niedrige Analysetemperaturen vorhersagt (Tab. 4.1). Daher sollte das softwaregenerierte 

Spektrum der Analysetemperaturen durch empirische Messungen ergänzt werden. Die Analyse 

von KRT8 Exon 1 zeigte beispielsweise eine Diskrepanz von etwa 3°C zwischen dem software-

berechneten (Abb. 4.1 A) und experimentell ermittelten Schmelzprofil (Abb. 4.1 E). Die 

optimalen Schmelztemperaturen von KRT8 Exon 1 lagen tatsächlich um 2,3 bis 3,4°C über den 

softwareberechneten Temperaturen (Tab. 4.1). Die empirisch ermittelten Schmelzkurven in 

Kombination mit den Softwareberechnungen ermöglichen also relativ genaue Aussagen über die 

optimalen Analysetemperaturen einzelner Domänen. Besonders schwierig ist die Berechnung der 

Analysetemperatur von Domänen mit hoher Schmelztemperatur, die in „low melting domains“ 

mit signifikant niedriger Schmelztemperatur von >8°C eingebettet sind (Xiao und Oefner, 2001; 

Breton et al., 2003). Das heterogene Schmelzprofil von KRT18 Exon 1 (Abb. 4.3 A) veranschau-

licht die Problematik. Die Mutation K18 Serin53→Alanin (K18 S53A) ist in einer relativ 

thermostabilen Sequenz innerhalb einer „low melting domain“ lokalisiert. Die softwareberech-

neten Schmelztemperaturen wurden ca. 3,3°C zu niedrig kalkuliert (Tab. 4.1). Die Variante 

konnte bei den vorhergesagten Temperaturen nicht detektiert werden. Auch die Länge und der 

GC-Basenanteil des Amplikons beeinflussen das Schmelzverhalten der DNA. Das zeigten die 

Analysen von KRT8 Exon 1, 6 und KRT18 Exon 1. Dort wurde die größte Diskrepanz zwischen 

prognostizierter und optimaler Schmelztemperatur festgestellt (Tab. 4.1). Diese Exone gehörten 

zu den längsten analysierten Fragmenten mit der tendenziell höchsten GC-Basenkonzentration: 

KRT8 Exon 1 ist 392 bp lang mit 63,8% GC-Basen (Tab. 3.2), KRT8 Exon 6 ist 369 bp lang mit 

63,7% GC-Basen (Tab. 3.2) und KRT18 Exon 1 ist 481 bp lang mit 63,6% GC-Basenpaaren 

(Tab. 3.3). Keine der sechs bekannten Kontrollvarianten in diesen Exonen (Abb. 3.1) waren bei 

den softwareberechneten Temperaturen sicher zu identifizieren (Tab. 4.1). Alle Varianten waren 

jedoch durch zusätzlich Analyse mit einer 2°C höheren Schmelztemperatur zuverlässig detektiert 

worden. Somit stellt die Addition mindestens einer zusätzlichen Analysetemperatur eine 

effektive Maßnahme zur Steigerung der DHPLC-Sensitivität in der Analyse von KRT8/18-

Exonen dar. Erfahrungsgemäß sollten für die Analyse der kodierenden Sequenzen von KRT8/18 

mindestens zwei verschiedene Temperaturen verwendet werden. Amplifikate mit heterogenem 

Schmelzprofil und hohem GC-Basengehalt stellen die größte Herausforderung für eine korrekte 

Analyse dar. Hier sollten zur adäquaten Analyse aller Schmelzdomänen weitere abgestufte 

Analysetemperaturen verwendet werden. KRT18 Exon 1 stellte das längste analysierte Amplikon 

(481 bp) mit einem hohen GC-Basenanteil (63,6%; Tab. 3.3) und einem stark heterogenen 

Schmelzprofil dar (Abb. 4.3 A). Für die komplette Analyse dieses Exons wurden fünf verschie-
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dene Schmelztemperaturen in Abstufungen von 2°C verwendet (62, 64, 66, 68 und 70°C), um 

eine adäquate Auflösung aller Schmelzdomänen zu gewährleisten. Darüber hinaus kann auch 

eine Diskrepanz zwischen der angezeigten und der tatsächlichen Trennsäulentemperatur bei 

DHPLC-Systemen verschiedener Hersteller auftreten (Jones et al., 1999). Abweichungen von bis 

zu 2°C sind beobachtet worden, v.a. wenn die Ofenkalibrierung nur bei einer Temperatur vorge-

nommen wurde (Ravnik-Glavac et al., 2002). Deswegen sollte die korrekte Ofenkalibrierung für 

unterschiedliche Temperaturbereiche durch regelmäßige Anwendung von Mutationsstandards 

überprüft werden. Bei dieser Untersuchung wurden dazu regelmäßig Standards des Herstellers 

Transgenomic (San Jose, CA, USA) eingesetzt: „WAVE high-range mutation control standard“ 

bei 70°C und „WAVE low-range mutation control standard“ bei 56°C. Die Anwendung von 

bekannten, natürlich vorkommenden und in-vitro-generierten Mutationen bietet zudem eine 

effektive Möglichkeit, die Sensitivität der DHPLC-Analyse zu optimieren. Beispielsweise wurde 

die korrekte Analyse von KRT18 Exon 1 anhand von drei bekannten Varianten überprüft, die in 

transgenen Mäusen generiert worden waren. Sie ergänzten die Auswahl an humanen DNA-

Mutationen, die als Kontrollen eingesetzt wurden (Abb. 3.1). Dadurch konnte die Sensitivität der 

DHPLC in der Analyse von KRT8/18-Mutationsschwerpunkten wesentlich verbessert werden. 

Zusammenfassend ist eine sorgfältige Auswahl der Schmelztemperaturen anhand von Software-

berechnungen und ergänzenden empirischen Messungen und der Einsatz bekannter Mutationen 

als Kontrollen zu empfehlen, um eine maximale Sensitivität der DHPLC zu erzielen. 

 

5.1.2 Validierung der optimierten Analysbedingungen anhand einer deutschen Patienten-

kohorte mit chronischen Lebererkrankungen (Hesse et al., 2004) 

In einer Studie von Hesse et al. (2004) wurden außer einem häufig vorkommenden, stillen K8 

L227L-Polymorphismus (KRT8 740A>G) keine exonischen, aminosäuresubstituierenden K8/18-

Varianten in 256 Patienten und 100 Kontrollpersonen gefunden. Andere europäische Studien 

hatten K8/18-Mutationen bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen identifiziert (Tab. 

1.6). Ferner traten K8/18-Mutationen mit einer Häufigkeit von 12,4% in einer amerikanischen 

Kohorte von 467 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen und 3,7% in 349 Kontrollen auf 

(Ku et al., 2005). Sowohl bei Hesse et al. als auch bei Ku et al. wurde ein identisches DHPLC-

System (WAVE DNA Fragment Analysis System mit DNASepHT-Trennsäule, Transgenomic, 

USA) und die Kalkulationssoftware Wavemaker (Transgenomic, USA) verwendet (Tab. 1.6). 

Die Re-Analyse einer Subkohorte von Hesse et al. (2004) bot daher die Möglichkeit, einerseits 

die Validität der optimierten DHPLC-Analysebedingungen zu überprüfen (Abs. 5.1.1). Anderer-

seits konnten so wichtige Mutationsschwerpunkte, die in der amerikanischen Kohorte mit 
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chronischen Lebererkrankungen beschrieben wurden (Ku et al., 2005) und mit den software-

berechneten Schmelztemperaturen schwierig zu analysieren sind (Tab. 4.1), bei deutschen 

Patienten mit chronischen Lebererkrankungen untersucht werden. Die optimierte DHPLC-

Analyse deckte 12 exonische Mutationen, davon 11 aminosäuresubstituierende und eine stille 

Variante, in KRT8 Exon 1 und 6 sowie zwei intronischen Varianten in KRT8 IVS6 auf (Tab. 

4.2). Es ist durchaus möglich, dass weitere Varianten in der Kohorte vorhanden sind, da sich 

diese Untersuchung auf zwei KRT8-Exone beschränken musste (Abs. 4.1.2). Es wurde nachge-

wiesen, daß Keratinvarianten bei deutschen Patienten mit chronischen Lebererkrankungen 

tatsächlich vorkommen, darunter die häufigsten K8-Varianten Arginin341→Histidin in Exon 6 

(7 Patienten) und Glyzin62→Zystein in Exon 1 (1 Patient; Tab. 4.2). Hesse et al. verwendeten 

Temperaturgradienten von 62,5-65,5°C für K8 Exon 1 und 63,5-65,5°C für K8 Exon 6. Diese 

Analysetemperaturen lagen alle unter den optimalen Detektionstemperaturen der Kontroll-

varianten in KRT8 Exon 1 und 6 (Tab. 4.1). So lag die von Hesse et al. eingestellte Schmelz-

temperatur für KRT8 Exon 1 um bis zu 3,4°C unter der optimalen Temperatur und hatte wahr-

scheinlich signifikanten Einfluß auf die Sensitivität der DHPLC-Analyse. Allerdings lag die 

maximale Schmelztemperatur von KRT8 Exon 6 (65.5°C) nur 0,2°C unter der optimalen 

Temperatur (65,7°C), so dass eine Detektion von K8 R341H und E376E eventuell möglich 

gewesen wäre. Jedoch unterschieden sich die beiden Untersuchungen in weiteren Faktoren, die 

ebenfalls zu den unterschiedlichen Ergebnissen beigetragen haben könnten. Unterschiedliche 

PCR-Bedingungen könnten die Spezifität der DNA-Amplifikation beeinflusst haben. Dadurch 

kann ein kleiner Peakabsatzes (Schulter) oder eine diskrete Peakverbreiterung maskiert und das 

Erkennen einer heterozygoten Variante erschwert werden. Deswegen wurden bei der Re-Analyse 

die empfohlenen PCR-Kriterien für die DHPLC-Analyse (Xiao und Oefner, 2001; Donohoe, 

2005) wie beispielsweise „Hot-start-Aktivierung“ und „Touchdown-Protokoll“ (Tab. 3.4), 

Titrierung der optimalen Mg2+-Konzentration und sorgfältiges Primerdesign eingehalten. Zudem 

kann die Ablagerung eisenhaltiger Metallionen zu einer rapiden Degradation der Trennsäulen-

leistung führen (Xiao und Oefner, 2001). Deshalb wurde darauf geachtet, ausschließlich zwei-

fach destilliertes Wasser für die Herstellung der DHPLC-Puffer zu verwenden, die Pufferreser-

voire und das WAVE-System in regelmäßigen Abständen nach den Vorgaben des Herstellers zu 

reinigen und die Metallionen durch sporadische EDTA-Spülungen des Systems zu entfernen 

(Donohoe, 2005). Außerdem wurde die Trennsäule in regelmäßigen Abständen erneuert und die 

Ofentemperatur regelmäßig kalibriert (Abs. 5.1.1). Das unterschiedliche Primerdesign hatte 

wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Ergebnisse, da auch die nach Hesse et al. synthetisierten 

Primer von KRT8 Exon 6 (Tab. 3.2), die ein 5-10 bp kürzeres DNA-Fragment amplifizieren, eine 
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problemlose Identifikation der Varianten erlaubten. Darüber hinaus mischten Hesse et al. die 

DNA-Proben in äquimolarem Verhältnis mit einer Wildtyp-Probe, um potentielle homozygote 

Sequenzvarianten zu identifizieren (Abs. 3.2.6). Dadurch könnte die Identifikation heterozygoter 

Varianten, v. a. bei zu niedrigen Temperaturen, erschwert worden sein, auch wenn die DHPLC 

heterozygote Varianten eines DNA-Pools mit einer Häufigkeit von weniger als 5% detektieren 

kann (Wolford et al., 2000). Allerdings konnten unsere Kontrollvarianten auch in einer 

Mischung mit (durch Sequenzierung bestätigter) Wildtyp-DNA zweifelsfrei identifiziert werden. 

Obwohl die bei amerikanischen Patienten am häufigsten vorkommenden Keratinvarianten (K8 

R341H, K8 G62C) auch bei den deutschen Patienten gefunden wurden (Tab. 4.2), gibt es 

Hinweise darauf, dass populationsspezifische Unterschiede der Variantenhäufigkeit bestehen. So 

wurde die K8 Y54H-Mutation (Halangk et al., 2004; Ku et al., 2005; Treiber et al., 2006) und 

K8 G434S-Variante (Ku et al., 2005) häufiger bei Patienten mit afrikanischem Ursprung 

beobachtet. Ferner wurden zwei bisher nicht beschriebene Varianten identifiziert: K8 Valin380 

→Isoleuzin in der Kohorte von Hesse et al. (Tab. 4.2) und K18 Arginin353→Glyzin bei einem 

unabhängigen, kaukasischen Patienten (Abs. 3.1.1.1; Abb. 3.1). Die Ethnizität des K8 V380I-

Trägers ist nicht bekannt, allerdings wurde diese Variante kürzlich auch bei einem asiatischen 

Patienten mit akutem Leberversagen entdeckt (Ku et al., 2007). Sie ist in der K8 Subdomäne IIB 

in einer Sequenz lokalisiert, die in verschiedenen Spezies, humanen Typ II-Keratinen und 

zytoplasmatischen IF-Proteinen hoch konserviert ist (Abb. 4.4). Die K18 Arginin353→Glyzin-

Variante ist in der Subdomäne IIB lokalisiert (Abb. 3.1). Diese Sequenz ist in verschiedenen 

Spezies konserviert, aber nicht in humanen Typ I-Keratinen. Beide Sequenzvarianten sind eher 

selten, denn sie wurden weder in 467 amerikanischen Leberpatienten oder 349 Kontrollen (Ku et 

al., 2005) noch in einer englischen Kohorte von 140 Patienten mit entzündlichen Darmerkran-

kungen oder 100 Kontrollen (Owens et al., 2004) entdeckt (Tab. 1.6). Alternativ kann es sich um 

Varianten handeln, die spezifisch für eine noch nicht untersuchte Population/Ehnizität oder 

Erkrankung sind. Falls die seltene K8 V380I-Variante eine ethnische Präferenz besitzt, könnte es 

sein, dass sie in der Studie von Ku et al. (2005) nicht in Erscheinung getreten ist, da die Studie 

lediglich 57 (12,2%) asiatische Patienten und 23 (6,6%) asiatische Kontrollen umfasste. Eine 

biochemische Charakterisierung der mutierten Keratine konnte nicht vorgenommen werden, weil 

kein Biopsiematerial der Träger dieser seltenen Varianten vorlag, jedoch könnten zukünftige 

Studien zum Verständnis der pathophysiologischen Bedeutung dieser Mutationen beitragen.    
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5.2 Analyse der Kohorte deutscher Patienten mit chronischer Hepatitis C-

Virusinfektion 
 

5.2.1 Häufigkeit und Verteilung von KRT8/18-Varianten bei Patienten mit chronischer 

Lebererkrankung 

Die genetische Assoziation von KRT8/18-Mutationen mit dem Endstadium der Lebererkrankung 

bei US-amerikanischen Patienten ist der bisher einzige etablierte Zusammenhang von Keratin-

mutationen mit Erkrankungen des Verdauungsapparates (Ku et al., 2001, 2003a, 2005). In dieser 

großen US-amerikanischen Kohorte mit chronischen Lebererkrankungen unterschiedlicher 

Ätiologie wurden KRT8/18-Varianten in 12,4% von 467 Leberexplantaten vs. 3,7% in einer 

Kontrollgruppe von 365 Blutspendern entdeckt: Prävalenz-OR = 3,8; 95%-KI = 2,1-7,1; p 

<0,0001 (Ku et al., 2005). Eine Aussage über die potentielle Assoziation mit einer spezifischen 

Lebererkrankung war nicht möglich. Im Gegensatz zu den Studien von Ku et al. fanden drei 

europäische Studien bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen unterschiedlicher Genese 

keinen Zusammenhang mit der Präsenz von KRT8/18-Sequenzvarianten. Bei deutschen Patienten 

wurde ein häufig vorkommender K8 L227L-Polymorphismus, aber keine aminosäuresubstituie-

renden Mutationen, nach Analyse der kompletten KRT8/18-Gene entdeckt (Hesse et al., 2004). 

Auch bei Fokussierung der Analyse auf zwei häufige K8-Varianten Y54H und G62C wurde 

keine Assoziation mit chronischen Lebererkrankungen bei deutschen Patienten (Halangk et al., 

2004) oder österreichischen Patienten (Schöniger-Hekele et al., 2006) festgestellt. Im Gegensatz 

dazu zeigen die Ergebnisse unserer Untersuchung, dass aminosäuresubstituierende, heterozygote 

Keratin 8/18-Varianten bei deutschen Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion 

vorkommen (Abb. 5.1) und signifikanten Einfluß auf den Schweregrad und Verlauf der Leber-

erkrankung haben (Tab. 4.10, 4.11). Insgesamt wurden aminosäuresubstituierende heterozygote 

K8/18-Mutationen bei 24/329 (7,3%) und nicht kodierende Varianten bei 26/329 (7,9%) der 

deutschen CHC-Patienten gefunden (Abb. 5.1). Davon haben 11 Patienten einen exonischen-

intronischen Compound-Polymorphismus (Tab. 4.8). Die tatsächliche Anzahl der Varianten liegt 

eventuell höher, da homozygote Varianten unter den angewandten Bedingungen schwierig zu 

detektieren sind (Abs. 3.2.6). Wahrscheinlich sind sie aber selten in Anbetracht der insgesamt 

niedrigen Frequenz heterozygoter K8/18-Varianten. Zudem wurden keine homozygoten Mutatio-

nen in Studien mit mehreren tausend Personen gefunden (Halangk et al., 2004; Treiber et al., 

2006). Die Gesamthäufigkeit der exonischen Keratin 8/18-Varianten war in der deutschen 

Kohorte niedriger als in der US-amerikanischen Kohorte von Ku et al. (2005): 7,3% vs. 12,4%. 
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Allerdings umfaßte unsere Untersuchung ein breites Spektrum von unterschiedlichen Leber-

fibrosestadien und konzentrierte sich auf eine einzige Krankheitsentität. Andererseits war die 

Frequenz von K8/18-Mutationen bei deutschen CHC-Patienten (7,3 %) signifikant höher als in 

der US-amerikanischen (Ku et al., 2005) und englischen Kontrollgruppe (Owens et al., 2004) 

mit 3,7% bzw. 2,1%. Zudem ist die Häufigkeit bei Patienten mit Leberzirrhose ähnlich: 10,3% 

(8/78) bei deutschen CHC-Patienten im Vergleich zu 12,4% bei US-amerikanischen Patienten 

von Ku et al. (2005). Ein bereits bekannter, häufig vorkommender K8 L227L-Polymorphismus 

(Hesse et al., 2004; Ku et al., 2005) wurde bei 51% der deutschen Patienten mit CHC gefunden. 

Dieser Polymorphismus hat wahrscheinlich keine biologischen Konsequenzen, da er zu keiner 

Veränderung der Aminosäuresequenz führt und auch frühere Studien keine Hinweise auf einen 

biologischen Effekt ergaben. Daher wurde er in der Auswertung nicht weiter berücksichtigt. Die 

am häufigsten vorkommenden, aminosäuresubstituierenden Keratinvarianten sind bei deutschen 

und amerikanischen Patienten mit Lebererkrankungen identisch (Abb. 5.1). Die K8 Arginin341 

→Histidin-Mutation ist die bislang häufigste kodierende Keratinvariante. 6,7% der US-amerika-

nischen Patienten vs. 3,1% Kontrollen (p <0,03) und 3,5% der deutschen Patienten tragen diese 

Mutation, während sie in einer englischen Kontrollgruppe nicht vorkam (p <0,09; Ku et al., 

2007). Sie ist mit 3% (10/329) bei deutschen Patienten mit CHC am häufigsten, gefolgt von der 

K8 G62C-Mutation, die bei 1,8% (6/329) Patienten vorlag (Tab. 4.6). Die K8 G62C-Variante 

zeigt keine signifikant unterschiedliche Verteilung zwischen Patienten und Kontrollen in 

europäischen und amerikanischen Kohorten. Allerdings stellten Treiber et al. (2006) ein 

deutliches Nord-Süd-Gefälle der K8 G62C-Frequenz innerhalb einer europäischen Kontroll-

gruppe fest mit Häufigkeiten von 3,5% (7/200) in England, 1,5% (23/1532) in Deutschland, 

0,8% (4/486) in Tschechien und 0,4% (2/539) in Spanien. Am dritthäufigsten war die K8 I63V-

Substitution bei 4/329 (1,2%) deutschen CHC-Patienten vertreten. In der amerikanischen 

Kohorte war sie jedoch häufiger bei Kontrollen als bei Patienten (2% vs. 0,2%) und wurde daher 

von Ku et al. (2005) als einfacher Polymorphismus gewertet. Die Häufigkeit von K8/18-

Varianten bei Lebererkrankungen zeigt keine geschlechtsspezifischen Unterschiede, allerdings 

gibt es Hinweise auf eine Assoziation spezifischer Varianten mit der Population bzw. Ethnizität. 

So wurden die Varianten K8 Y54H und G434S bei US-amerikanischen Patienten mit Leber-

erkrankung signifikant häufiger bei Afroamerikanern (6/26, 23,1%) im Vergleich zu Kaukasiern 

(1/274, 0,4%) (p <0,0001) oder anderen ethnischen Gruppen gefunden (Ku et al., 2005). 

Beobachtungen in deutschen Kohorten unterstützen diese Vermutung. So wurde die einzige K8 

Y54H-Mutation in unserer Untersuchung bei einem CHC-Patienten afrikanischer Ethnizität 

identifiziert (Tab. 4.5). Halangk et al. (2004) fanden K8 Y54H bei zwei Patienten in einer 
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deutschen Kohorte, die beide afrikanischer Herkunft waren. In einer großen Studie von Treiber 

et al. (2006) wurde diese Variante bei 0,1% (1/1532) Deutschen, aber 2,4% (17/722) Afrikanern 

gefunden. Die K8 Y54H-Mutation ist wahrscheinlich spezifisch für Patienten afrikanischer 

Ethnizität, während die Assoziation von K8 G434S in weiteren Studien validiert werden muß. 

Treiber et al. fanden zudem eine signifikant höhere Frequenz der K8 G62C-Mutation bei 

Deutschen (50/3230, 1,5%) und Europäern (98/6543, 1,5%) als bei Afrikanern (2/951, 0,2%): 

jeweils p = 0,001. In der US-amerikanischen Kohorte wurde die K8 G62C-Mutation hingegen 

bei 4/274 (1,5%) Kaukasiern vs. 1/26 (3,8%) Afroamerikanern gefunden. Halangk et al. (2004) 

identifizierte diese Variante bei 26/1400 (1,9%) deutschen Kaukasiern und 0/4 Afrikanern mit 

chronischen Lebererkrankungen. In unserer Untersuchung war sie bei 5/278 (1,8%) deutschen 

Kaukasiern und 1/2 (50%) afrikanischen Patienten vorhanden (Tab. 4.5). Allerdings ist die 

afrikanische Ethnizität in diesen Studien zu schwach repräsentiert, um Signifikanz abzuleiten. 

Ein weiterer Unterschied besteht in der Häufigkeit von K8 und K18-Varianten, da K8-Varianten 

weitaus häufiger vorkommen (Ku et al., 2007). So wurde nur eine einzige K18 Serin230→ 

Threonin-Variante bei insgesamt 2 deutschen CHC-Patienten (0,6%) identifiziert (Tab. 4.6). 

Dagegen wurden K18-Varianten bei 16/467 (3,4%) US-amerikanischen Patienten detektiert (mit 

einer Häufigkeit von 4,5% bei lateinamerikanischen und 1,8% bei kaukasischen Patienten) vs. 

4/349 (1,1%) in der Kontrollgruppe (Ku et al., 2005). Patienten lateinamerikanischer Abstam-

mung waren in unserer Kohorte nicht vorhanden (Tab. 4.5). Neben populationsspezifischen 

Unterschieden könnten auch Unterschiede im Krankheitsspektrum für den Mangel an K18-

Varianten verantwortlich sein, da nur ca. 25% der amerikanischen K18-Varianten-Träger an 

einer viralen Hepatitis erkrankt waren. Möglicherweise sind manche K18-Varianten bei den von 

mir angewendeten DHPLC-Analysebedingungen auch nicht erkannt worden. Das trifft vor allem 

für die eher seltenen homozygoten Sequenzvarianten zu (siehe oben). Andererseits erklärt es 

nicht die niedrige Frequenz heterozygoter K18-Varianten. Allerdings konnten bereits bekannte, 

heterozygote K18-Varianten, die als Positivkontrollen für die wichtigsten K18-Exone eingesetzt 

wurden, eindeutig identifiziert werden (Abs. 4.1.1). Darüber hinaus fanden auch Owens et al. 

(2004) nach Analyse aller KRT18-Exone allein die K18 S230T-Variante in einer englischen 

Kohorte. Daher ist anzunehmen, dass Sequenzvarianten von KRT18 deutlich seltener sind als 

von KRT8 aus bisher ungeklärten Gründen. In der Studie von Hesse et al. (2004) wurden keine 

aminosäureverändernden Varianten bei deutschen Patienten nach Analyse aller KRT8/18-Exone 

gefunden. Allerdings konnte unsere Untersuchung diesen initialen Mangel an Mutationen 

widerlegen, der wahrscheinlich auf methodische Schwierigkeiten zurückzuführen ist (Abs. 

4.1.2). Die Analyse konzentrierte sich auf zwei wichtige K8 Exone, in denen 12 exonische, 
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heterozygote Varianten gefunden wurden (Tab. 4.2). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

weitere Varianten von KRT8 und KRT18 in der Kohorte von Hesse et al. vorhanden sind. Mög-

licherweise gibt es eine Assoziation mit dem Schweregrad der Lebererkrankung in dieser 

Kohorte, allerdings konnte diese Frage wegen fehlender histologischer Angaben nicht geklärt 

werden. In einer anderen, großen deutschen Kohorte wurde kein Zusammenhang zwischen 

K8/18-Mutationen und dem Verlauf chronischer Lebererkrankungen festgestellt (Halangk et al., 

2004). Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse unserer Untersuchung, dass K8/18-Mutationen 

einen signifikanten Risikofaktor für die Entwicklung schwerer Lebererkrankungen (Stadium 3, 

4) bei deutschen Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion (Tab. 4.10) und für die 

Progression zu Leberzirrhose (Tab. 4.11) darstellen. Das allgemeine Risiko bei CHC-Patienten 

aller Ethnizitäten, eine Leberfibrose Stadium 3 oder 4 zu entwickeln, ist bei Trägern einer 

K8/18-Mutation etwa 5,7-fach erhöht (95%-KI = 2,02-16,08; p = 0,001). In der Subkohorte der 

278 deutschen Kaukasier liegt dieses Risiko nur geringfügig niedriger: OR = 4,39; 95%-KI = 

1,42-13,55; p = 0,01 (Tab. 4.10). Träger einer K8/18-Mutation mit CHC unterliegen sogar einem 

noch höheren Risiko, das Endstadium der Leberfibrose bzw. Leberzirrhose zu entwickeln. Bei 

Patienten aller Ethnizitäten war das Risiko etwa 7-fach erhöht (95%-KI = 2,37-20,6; p <0,001), 

bei den deutschen Kaukasiern bis zu 8,7-fach gesteigert (95%-KI = 2,63-29,07; p <0,001). 

K8/18-Mutationen begünstigen also die Progression der Fibrose zur Leberzirrhose im Rahmen 

der chronischen HCV-Infektion. Allerdings sollten diese Ergebnisse anhand einer langfristigen, 

groß angelegten Longitudinalstudie validiert werden. Im Einklang mit früheren Studienergeb-

nissen stellen Alter, Dauer der HCV-Infektion und Übergewicht (Abs. 1.6.4) auch in dieser 

Kohorte einen signifikanten, wenn auch moderaten Risikofaktor dar. Erhöhter Alkoholkonsum 

hingegen verdoppelt sogar das Risiko schwerer Leberfibrose bei deutschen CHC-Patienten (Tab. 

4.10). Insgesamt deuten die Ergebnisse aber darauf hin, dass von allen signifikanten Risiko-

faktoren K8/18-Mutationen den weitaus größten Einfluß auf den Schweregrad und Verlauf der 

Lebererkrankung haben (Abb. 4.8). Die fehlende Assoziation von Keratinmutationen mit 

Lebererkrankung unterschiedlicher Ätiologie in der Studie von Halangk et al. (2004) könnte 

verschiedene Gründe haben. Die unterschiedliche Frequenz bei deutschen und US-amerika-

nischen Patienten könnte beispielsweise durch die ethnische Zusammensetzung der Kohorten 

bedingt sein. Wie bereits erwähnt treten spezifische Varianten häufiger bei Patienten afrikani-

scher Herkunft auf und deren Anteil differierte deutlich in den Kohorten von Halangk et al. 

(2004) und Ku et al. (2005): 0,2% vs. 5,6%. Auch der Anteil kaukasischer Patienten war deutlich 

unterschiedlich (97% vs. 58,7%), was möglicherweise die Frequenz von K8 G62C beeinflusst 

haben könnte (Treiber et al., 2006). Andererseits wurde diese Mutation häufiger bei Schwarzen 
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als bei Kaukasiern in der Kohorte von Ku et al. (2005) detektiert. Auch erklären populations-

bedingte Unterschiede nicht die unterschiedlichen Ergebnisse von Halangk et al. und unserer 

Untersuchung aufgrund der vergleichbaren Ethnizitätsverhältnisse. Die Häufigkeit der K8-

Varianten G62C und Y54H war in unserer Kohorte (n = 329) und der Subkohorte mit CHC bei 

Halangk et al. (n = 672) ähnlich: 1,8% (6/329) vs. 1,9% (13/672) für K8 G62C und 0,3% (1/329) 

vs. 0,1% (1/672) für K8 Y54H. Allerdings fokussierte die Untersuchung von Halangk et al. auf 

nur zwei Mutationsstellen in KRT8 Exon 1, während andere wichtige Sequenzen nicht analysiert 

wurden. Mutationsschwerpunkte wie z.B. KRT8 Exon 6, wo die bei chronischer Lebererkran-

kung häufigste K8 R341H-Mutation lokalisiert ist (Ku et al., 2007), oder KRT18 wurden nicht 

untersucht. Bei 794/1668 (47,6%) der Patienten wurde eine Lebertransplantation aufgrund weit 

fortgeschrittener Lebererkrankung durchgeführt, bei den übrigen 874 Patienten waren alle 

Stadien der Leberfibrose vertreten (Halangk et al., 2004). Die zugrunde liegenden histologischen 

Kriterien und die Verteilung der Leberfibrosestadien wurden nicht näher beschrieben, so dass 

ggf. unterschiedliche Gewichtungen histologischer Stadien im Vergleich zu meiner Kohorte 

vorlagen. Die vollständige Analyse von KRT8/18 in der umfangreichen und ethnisch homogenen 

Kohorte von Halangk et al. (2004) könnte die Bedeutung von K8/18-Mutationen in der Ent-

wicklung chronischer Lebererkrankungen und bei einzelnen Krankheitsentitäten bei deutschen 

Patienten weiter erhellen. Schöniger-Hekele et al. (2006) untersuchten ebenfalls die zwei 

Mutationsschwerpunkte in KRT8 Exon 1 bei österreichischen Patienten (n = 107) mit verschie-

denen chronischen Lebererkrankungen. Sie fanden die K8 G62C-Mutation bei 2,8% der 

Patienten vs. 2,2% in Kontrollen (p >0,8) und einen Trend zu gehäuftem Vorkommen bei 

Patienten mit kryptogener Leberzirrhose (p = 0,07). Die K8-Mutationen G62C und Y54H 

können zu kryptogener Leberzirrhose bei US-amerikanischen Patienten prädisponieren (Ku et 

al., 2001). Der fast ausschließlich kaukasische Hintergrund der österreichischen Kohorte könnte 

zum Fehlen der K8 Y54H-Variante beigetragen haben. Ferner wurde keine Variante in KRT18 

Exon 1 detektiert. Allerdings mangelte es der österreichischen Studie an statistischer Power 

aufgrund der geringen Kohortengröße, so dass es größeren multizentrischen Studien überlassen 

bleibt, das Risiko durch K8/18-Mutationen in dieser Population zu bewerten. Insgesamt wurde 

eine Assoziation von K8/18-Mutationen mit dem Schweregrad humaner Lebererkrankungen bei 

US-amerikanischen Patienten und bei deutschen CHC-Patienten festgestellt. Allerdings waren 

die meisten einzelnen Varianten ohne signifikante Assoziation, da sie insgesamt selten sind und 

im Mausmodell phänotypisch „still“ sind und erst unter hepatotoxischer Belastung in Erschei-

nung treten. 
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5.2.2 Biologische Konsequenzen der identifizierten KRT8/18-Varianten  

Die Analyse deutscher Patienten mit CHC deckte mehrere neue Varianten in kodierenden und 

nicht kodierenden Sequenzen auf. Vor allem ist unklar, welche potentiellen Auswirkungen die 

nicht exonische Varianten auf die Lebererkrankung haben. Allerdings können intronische 

Varianten Spleißstellen verändern, das Spleißen der Keratin-prä-mRNA beeinträchtigen und 

dadurch die Bildung und Organisation der Keratinfilamente stören (Hatsell et al., 2001; Tojo et 

al., 2003; Virtanen et al., 2003). Auch können Sequenzveränderungen in der Promoterregion die 

Expression der Keratinproteine beeinflussen. Darüber hinaus fiel auf, daß die intronische KRT8 

IVS7+10delC-Deletion ausschließlich und exklusiv mit der exonischen K8 R341H-Mutation 

auftrat bei allen CHC-Patienten (Tab. 4.8). Die KRT8-IVS7+10delC-Variante wurde in keinem 

anderen Patienten mit kodierenden oder nicht kodierenden Varianten identifiziert. Diese starke 

Bindung zwischen einer intronischen und exonischen K8-Variante legt eine kausale Beziehung 

nahe. Denkbar wäre, dass eine Variante die Entstehung der anderen Variante während der DNA-

Replikation auslöst. Die exklusive Kombination könnte dadurch bedingt sein, dass die Varianten 

sich gegenseitig stabilisieren. Die physiologischen Konsequenzen von K8 R341H sind unklar, 

aber Analysen der Proteinstruktur ergaben einen potentiell destabilisierenden Effekt dieser 

Mutation (Ku et al., 2005). Außerdem waren drei bisher unbekannte, heterozygote Varianten in 

der Kohorte der deutschen CHC-Patienten vorhanden: K8 Threonin26→Arginin, Glyzin55→ 

Alanin und Alanin→359Threonin (Abb. 5.1). Die biologischen Auswirkungen dieser Varianten 

bei chronischer Lebererkrankung sind noch nicht untersucht. Die Träger der K8-Varianten T26R 

und G55A waren jedoch an schwerer Leberfibrose Stadium 3 und 4 erkrankt (Tab. 4.6). Die 

Leberhistologie des K8 A359T-Trägers zeigte zudem eine hohe Entzündungsaktivität Grad 4 

(Tab. 4.7), die nur selten in dieser Kohorte vorkam (4 Patienten). Die Aminosäuren K8 Glyzin55 

und Alanin359 sind hoch konserviert innerhalb verschiedener Spezies (Abb. 4.6 C, E) und 

humaner Typ II-Keratine (Abb. 4.6 D, F). K8 T26 ist in verschiedenen Spezies konserviert als 

Threonin oder Serin (Abb. 4.6 A), aber nicht in humanen Typ II-Keratinen (Abb. 4.6 B). Es ist 

nicht bekannt, ob K8 Threonin26 phosphoryliert ist. Durch Substitution von Threonin26 durch 

Arginin26 wird jedoch eine potentielle Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle (mit der Kon-

sensussequenz 23RXXTSGP [Pearson und Kemp, 1991]) entfernt und eine neue potentielle 

cAMP-abhängige Phosphorylierungsstelle in das benachbarte Serin27 (mit der Konsensus-

sequenz 23RXXRSGP [Pearson und Kemp, 1991]) eingeführt. K8 Threonin26-Phosphorylierung 

wurde vor kurzem in Mallory bodies entdeckt und ist möglicherweise ursächlich an der Bildung 

solcher Aggregate in Hepatozyten beteiligt (Zatloukal et al., persönliche Kommunikation) wie es 

bereits bei K8 Serin73 gezeigt wurde (Ku und Omary, 2006; Zatloukal et al., 2007). Die 
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mutationsbedingte Ablation einer bestehenden Phosphorylierungsstelle oder Einführung einer 

neuen Bindungsstelle kann pathophysiologische Konsequenzen haben (Omary et al., 2006). In 

transgenen Mäusen kann die Ablation oder Mutation von Keratinphosphorylierungsstellen zu 

verstärkter hepatotoxischer Anfälligkeit der Hepatozyten prädisponieren. Eine Konformations-

änderung durch die K8 G434S-Variante vermindert z.B. die Phosphorylierung von K8 S432 um 

etwa 50% im Vergleich zu Wildtyp-K8, wodurch phosphorylierungsabhängige dynamischen 

Prozesse gestört werden (Ku et al., 2005). Es gibt Hinweise darauf, dass die Varianten K8 

G434S und Y54H ethnizitätsspezifisch gehäuft vorkommen (Abs. 5.2.1). Auch K8 Y54H ist 

wahrscheinlich pathogen, da diese Variante in Zellkultur instabile Keratinfilamente generiert (Ku 

et al., 2001) und bei einem afrikanischen CHC-Patienten mit fortgeschrittener Fibrose (Stadium 

3) gefunden wurde (Tab. 4.6). K8/18-Hyperphosphorylierung wurde hingegen in unterschied-

lichen Stressituationen in Zellkultur und transgenen Mäusen beobachtet und gilt daher als 

allgemeiner Marker von epithelialer Zellschädigung (Omary et al., 2002). Sie korreliert mit der 

Progression chronischer Lebererkrankungen beim Menschen (Toivola et al., 2004; Zatloukal et 

al., 2004) und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Keratinfilamentorganisation und 

–umbau und Bindung von Proteinen (Coulombe und Omary, 2002). Zudem können Keratine 

eine Funktion als Phophatreservoir („Phosphatschwamm“) übernehmen und so als Puffer 

gegenüber unkontrollierter Phosphorylierung durch stressaktivierte Proteinkinasen fungieren (Ku 

und Omary, 2006). Unter apoptotischer Stimulation verursachten sowohl K8 G62C-induzierte 

Konformationsänderung als auch K8 S74A-Ablation eine Hemmung der K8 S74-Phosphory-

lierung in Hepatozyten, infolgedessen eine erhöhte pro-apoptotische Phosphorylierung von 

Nicht-Keratin-Substraten via stressaktivierter Kinasen eintrat (Ku und Omary, 2006). Die K8 

G62C-Mutation ist die zweithäufigste Variante bei Patienten mit Lebererkrankung, jedoch ist sie 

unter physiologischen Bedingungen bei Mensch und Maus phänotypisch komplett unauffällig 

(Ku et al., 2007). In der Zelle vermindert K8 G62C die Keratinlöslichkeit und verursacht 

Quervernetzungen durch Bildung von kovalenten Disulfidbrücken unter oxidativer Belastung 

(Owens et al., 2004; Ku et al., 2001, 2005; Ku und Omary, 2006). Die Überexpression dieser 

natürlichen humanen Variante in transgenen Mäusen machte Hepatozyten anfälliger gegenüber 

Apoptose und schwerer Leberverletzung unter hepatotoxischer Belastung (Ku und Omary, 

2006). Diese Ergebnisse sind konform zu der Bedeutung von K8/18-Mutationen als Risiko-

faktoren bei chronischer Lebererkrankung in unserer CHC-Kohorte und der amerikanischen 

Kohorte von Ku et al. (2005). Auch wurde die K8 G62C-Mutation häufiger bei Patienten vs. 

Kontrollen im Rahmen anderer digestiver Erkrankungen identifiziert, z.B. bei chronisch entzünd-

lichen Darmerkrankungen (3,9% vs. 1,0%; Owens et al., 2004) oder Pankreatitis (8,9% vs. 0%; 
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Cavestro et al., 2003). Die dritthäufigste Mutation K8 I63V bei deutschen CHC-Patienten (Abb. 

5.1) wurde in der Studie von Ku et al. (2005) als einfacher Polymorphismus gewertet, da sie 

häufiger bei Kontrollen als bei Patienten gefunden wurde. Im Gegensatz dazu trat die K8 I63V-

Mutation in unserer Untersuchung ausschließlich bei Patienten mit Leberzirrhose (Fibrose-

stadium 4; Tab. 4.6) auf. Außerdem identifizierten Owens et al. (2004) diese Variante auch bei 

Patienten mit entzündlichen Darmerkrankungen und zeigten, dass diese Mutation die Keratin-

filamentorganisation beeinträchtigen kann. Bisher wurden keine Mutationen bei Patienten 

identifiziert, die zu einem vollständigen Fehlen von K8/18 oder Filamentabbrüchen führen. Die 

deutlich erhöhte Fragilität solcher Hepatozyten in verschiedenen Mausmodellen (Tab. 1.5) weist 

auf die wichtige mechanische Schutzfunktion des flexiblen Keratinzytoskeletts (Wagner et al., 

2007) für Hepatozyten hin. Es wird daher angenommen, dass solche K8/18-Mutationen beim 

Menschen letal sind (Ku et al., 2007). Keratine sind an einer Reihe weiterer Zellprozesse 

beteilig, die der nicht mechanischen Zytoprotektion dienen (Omary et al., 2002; Zatloukal et al., 

2004). Keratine können oxidativ geschädigte Zellproteine sequestrieren (Tao et al., 2005) und 

Keratinmutationen können die Schwelle für oxidative Leberzellverletzung senken (Zhou et al., 

2005). Ferner beeinträchtigt K8/18-Mutationen oder Ablation die keratinvermittelte Zyto-

protektion gegenüber Apoptose (Caulin et al., 2000; Gilbert et al. 2001; Ku et al., 2003b). 

Sowohl Apoptose als auch oxidative Belastung sind wichtige zelluläre Pathomechanismen bei 

chronischer Hepatitis C-Virusinfektion (Okuda et al., 2002; Bantel und Schulze-Osthoff, 2003). 

Außerdem wurden Wechselwirkungen von HCV-Kernproteinen mit Keratinen in transfektierten 

Zellen beobachtet (Kang et al., 2005). Allerdings ist bisher ungeklärt, ob bzw. wie stark sich 

Keratinmutationen auf die Virusreplikation während der Hepatitis C-Virusinfektion auswirken.  

Die Bedeutung von Keratin 8/18-Mutationen bei humanen Lebererkrankungen ist noch nicht 

abschließend geklärt. Jedoch deuten unsere Ergebnisse und andere Studien an, dass Keratine eine 

Rolle als zytoprotektive Stressproteine in Hepatozyten spielen in Hinblick auf ihre Induktion bei 

Leberzellverletzung und Schutzfunktion vor Apoptose und anderen Formen nicht mechanischer 

und mechanischer Leberschädigung. Diese Untersuchung zeigt, dass Keratin 8/18-Mutationen zu 

den wenigen, besser bekannten genetischen Risikofaktoren bei chronischer HCV-Infektion 

gezählt werden können. Zukünftige Studien dürften die Rolle von K8/18-Mutationen in der 

Pathogenese weiterer spezifischer Lebererkrankungen und die Bedeutung bestimmter K8/18-

Varianten bei spezifischen Ethnizitäten/Populationen weiter klären und Möglichkeiten der 

Prävention und Therapie von keratinassoziierten Lebererkrankungen erschließen.            
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5.3 Analyse der Kohorte österreichischer Patienten mit C282Y-homozygoter 

hereditärer Hämochromatose 
 
5.3.1 Häufigkeit und Verteilung von KRT8/18-Varianten in der österreichischen Kohorte 

Bei 162 C282Y-homozygoten Patienten wurden insgesamt 11 heterozygote K8-Mutationen 

entdeckt. Die häufigste heterozygote, aminosäuresubstituierende Mutation war K8 R341H bei 4 

von 162 (2,5%) Patienten, gefolgt von der K8 G62C-Mutation bei drei (1,9%) Patienten (Tab. 

4.14). Die Häufigkeit der K8 R341H-Variante war in den österreichischen Patienten deutlich 

geringer als bei den amerikanischen C282Y-homozygoten Patienten von Lee et al. (2002). Sie 

identifizierten die K8 R341H-Mutation bei 9 von 119 (7,6%) C282Y-homozygoten Patienten. 

Andererseits ist die Häufigkeit der K8 R341H- und G62C-Variante in österreichischen HHC-

Patienten vergleichbar mit der Frequenz bei deutschen Patienten mit chronischer HCV-Infektion 

(3% bzw. 1,8%) und Lebererkrankungen unterschiedlicher Ätiologie bei Halangk et al. (K8 

G62C = 1,6%). Bei der Re-Analyse der Kohorte von Hesse et al. (2004) war K8 R341H etwas 

häufiger (4,6%) und K8 G62C etwas seltener (0,7%; Tab. 4.2) als in den österreichischen HHC-

Patienten. Die ethnische Zusammensetzung und Homogenität der deutschen und österreichischen 

Populationen erklären die ähnlichen Frequenzen der K8-Varianten in diesen Studien. Die höhere 

Frequenz der K8 R341H-Mutation bei HHC in den USA könnte durch die ethnische Heteroge-

nität der amerikanischen Population bedingt sein. Lee et al. (2002) machten keine Angaben über 

den ethnischen Hintergrund der Patienten. In der Kohorte von Ku et al. (2005) trat die K8 

R341H-Mutation jedoch bei 14/274 (5,1%) Kaukasiern vs. 10/67 (15%) Lateinamerikanern mit 

unterschiedlichen Lebererkrankungen auf. Möglicherweise ist diese Variante also deutlich 

häufiger bei Lateinamerikanern vertreten und solche Patienten waren in den deutschen Kohorten 

(Tab. 4.5; Halangk et al., 2004; Hesse et al., 2004) und der österreichischen HHC-Kohorte (Abs. 

3.1.3.1) nicht vorhanden. Außerdem wurden zwei bisher nicht beschriebene, exonische K8-

Varianten (Tab. 4.14) entdeckt: K8 Glutamin169→Glutaminsäure (Q169E) in der Subdomäne 

IB und Arginin275→Tryptophan (K8 R275W) in der nicht helikalen Linker-Sequenz L2. Das 

Vorkommen der K8 Q169E-Variante bei insgesamt zwei Hämochromatosepatienten, aber nicht 

bei insgesamt über 1000 analysierten Patienten früherer Untersuchungen, spricht für eine enge 

Assoziation mit dieser Erkrankung oder mit der analysierten Bevölkerungsgruppe. Insbesondere 

die K8 Q169E-Alteration könnte daher spezifisch für die hereditärer Hämochromatose sein. Die 

K8 R275W-Variante kommt vermutlich ebenfalls selten vor, da sie bisher allein bei einem 

C282Y-homozygoten Hämochromatosepatienten beobachtet wurde (Tab. 4.14). Beide 

Aminosäurepositionen sind auch in den Spezies Rattus norvegicus, Mus musculus, Xenopus 
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laevis und Danio rerio hoch konserviert (Abb. 4.10 A, C). Die Sequenz um K8 Glutamin169 ist 

unverändert in den humanen Typ II-Keratinen (Abb. 4.10 B), während der Grad der Konser-

vierung von K8 Arginin275 unter den humanen Typ II-Keratinen eher gering ist (Abb. 4.10 D). 

Der hohe Konservierungsgrad der Sequenzen deutet darauf hin, dass Alterationen zu funktiona-

len Konsequenzen führen könnten. Obwohl bei keinem der drei Träger eine Leberzirrhose 

dokumentiert war (Tab. 4.14), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Patienten eventuell 

ein fortgeschrittenes Leberfibrosestadium hatten, da keine Informationen zu einzelnen Stadien 

vorlagen. Außerdem wurde die K8 R275W- und eine K8 Q169E-Variante bei weiblichen 

Patienten entdeckt, bei denen ansonsten eine geringe klinische Penetranz der hereditären Hämo-

chromatose typisch ist (Asberg et al., 2001; Ajioka und Kushner, 2002; Adams et al., 2005). Der 

andere Patient mit der K8 Q169E-Mutation war männlichen Geschlechts und lag mit einem Alter 

von 28,6 Jahren deutlich unter dem Durchschnittsalter der Patienten von 50,4 Jahren (Tab. 4.12). 

Er hatte bei der Biopsieentnahme keine Leberzirrhose, allerdings ist die Entwicklung einer 

Lebererkrankung im höheren Lebensalter nicht auszuschließen. Auffallend war auch die 

geringere Anzahl an KRT18-Varianten bei Kaukasiern im Vergleich zu Lateinamerikanern in der 

Kohorte von Ku et al.: 1,8% vs. 4,5%. Der Mangel an K18-Varianten in deutschen und öster-

reichischen Studien könnte daher eventuell auch durch eine niedrige Frequenz dieser Varianten 

bei Kaukasiern bzw. in der westeuropäischen Population bedingt sein. Auch bei den öster-

reichischen, ausschließlich kaukasischen, C282Y-homozygoten Patienten wurden keine K18-

Varianten identifiziert (Tab. 4.14). Treiber et al. (2006) wiesen darauf hin, dass spezifische 

Keratinmutationen einer relativ großen Frequenzvariabilität innerhalb Europas unterliegen und 

andererseits – im Einklang mit früheren Studien (Halangk et al., 2004; Ku et al., 2005) – 

Hinweise auf eine ethnische Präferenz spezifischer Keratinvarianten vorliegen. Darüber hinaus 

wurde die exklusive und ausschließliche Kombination der intronischen KRT8 IVS7+10delC mit 

exonischer K8 R341H-Substitution, die bei deutschen Patienten mit chronischer HCV-Infektion 

festgestellt wurde (Abs. 4.2.3), in der Kohorte österreichischer Hämochromatosepatienten 

bestätigt (Tab. 4.15). Das Fehlen dieser intronischen Mutation bei anderen HHC-Patienten mit 

kodierenden oder nicht kodierenden Varianten legt die Möglichkeit einer kausalen Beziehung 

nahe (Abs. 5.2.2). Auch bei amerikanischen C282Y-homozygoten Hämochromatosepatienten 

wurde die intronische KRT8 IVS7+10delC-Variante beschrieben (Lee et al., 2002). Allerdings ist 

nicht beschrieben worden, ob diese Variante ausschließlich in Kombination mit der exonischen 

K8 R341H in dieser Kohorte auftrat. 
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5.3.2 Biologische Bedeutung von KRT8/18-Varianten bei C282Y-homozygoter hereditärer 

Hämochromatose  

In einer Studie von Lee et al. (2002) wurde ein breites Spektrum von Kandidatengenen, die 

Einfluss auf die Penetranz der hereditären Hämochromatose nehmen könnten, auf das Vorliegen 

von Genmutationen untersucht, darunter KRT8 und KRT18. Die bei Lebererkrankungen am 

häufigsten vorkommende K8 R341H-Variante wurde bei 7,6% der C282Y-homozygoten Hämo-

chromatosepatienten gefunden vs. 0% in der Kontrollgruppe. Allerdings tendierten die K8 

R341H-heterozygoten Träger – wenn auch nicht signifikant – zu niedrigeren Konzentrationen 

von Serumkollagen IV als solche Patienten ohne K8-Mutation oder gesunde Personen mit HFE- 

und KRT8-Wildtyp (Lee et al., 2002). Auch bei den österreichischen C282Y-homozygoten 

Patienten wurde kein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Leberzirrhose festgestellt: OR = 

0,78; 95%-KI = 0,13-4,68; p = 0,78. Diese Ergebnisse bei amerikanischen und österreichischen 

Hämochromatosepatienten deuten darauf hin, dass exonische aminosäuresubstituierende 

KRT8/18-Mutationen nicht mit der Entwicklung von Leberzirrhose bei C282Y-homozygoter 

hereditärer Hämochromatose assoziieren im Gegensatz zu ihrer Rolle bei chronischer Hepatitis 

C-Virusinfektion (Abb. 4.8). Stickel et al. (2005) stellten fest, daß Polymorphismen des anti-

oxidativen Enzyms GSTP1 mit der Entwicklung von Leberfibrose bei Patienten mit hereditärer 

Hämochromatose, aber nicht bei solchen mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion assoziieren. 

Sie äußerten die Vermutung, dass unterschiedliche zellbiologische Mechanismen in beiden 

Erkrankungen für die Entwicklung von Leberfibrose verantwortlich sein könnten. Unter-

suchungen am transgenen Mausmodell weisen in dieselbe Richtung. Transgene Mäuse mit K18 

R90C-Mutation zeigen erhöhte Anfälligkeit gegenüber Thioacetamid-induzierter Leberfibrose, 

aber nicht gegenüber Carbontetrachlorid-induzierter Leberfibrose (Strnad et al., 2008). Das 

deutet darauf hin, dass KRT8/18-Varianten wahrscheinlich unterschiedliche Gewichtung in den 

unterschiedlichen Pathomechanismen der Entwicklung von Leberfibrose haben. Andererseits 

wies die Analyse der österreichischen Hämochromatosepatienten auf einen nicht signifikanten 

Trend zu erhöhtem Leberzirrhoserisiko bei den zehn Trägern mit nicht kodierenden Keratin-

varianten hin: OR = 8,45; 95%-KI = 0,72-99,24; p = 0,09 (Tab. 4.16). Intronische Keratin-

varianten können über verschiedene Mechanismen pathophysiologisch relevant werden. So 

können sie durch Mutation von Spleißstellen nahe der Exon-Intron-Grenze auf die Keratin-

proteinexpression und -funktion Einfluß nehmen. Eine japanische Studie zeigte, dass aberrantes 

Spleißen von Keratin 8 zu Störungen der Organisation des Keratinfilamentnetzwerks und Zell-

fragilität in Lungenkarzinomzellen führt (Tojo et al., 2003). Die beobachtete erhöhte Apoptose-

resistenz bestimmter Lungenkarzinomzellen könnte durch Verlust einer Caspase-Schnittstelle 
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des fertigen Genprodukts bedingt sein (Tojo et al., 2003), da die Proteolyse durch Caspasen eine 

wichtige Funktion bei der Zytoskelettreorganisation während der Apoptose einnimmt (Ku et al., 

1999). Pathogenetische Konsequenzen von intronischen Sequenzvarianten wurden auch bei 

epidermalen Keratinen beschrieben. Bei schottischen Patienten führte die Mutation einer Donor-

Spleißstelle in KRT1 Exon 6 zur Insertion von 18 Aminosäuren mit der Folge von milden 

fokalen Epidermolysen der palmo-plantaren Epidermis (Hatsell et al., 2001). Bei skandinavi-

schen Patienten mit epidermolytischer Hyperkeratose führte die Mutation der Donor-Spleißstelle 

in Intron 1 zur Aktivierung einer kryptischen Spleißstelle und großen „In-frame-Deletion“ von 

22 Aminosäuren mit ebenfalls milder phänotypischer Ausprägung (Virtanen et al., 2003). Eine 

ähnliche Mutation der Donor-Spleißstelle in KRT5 Intron 1 wurde außerdem bei Patienten mit 

Epidermolysis bullosa simplex beschrieben (Rugg et al., 1999). Die Studien belegen, dass Muta-

tionen intronischer Spleißstellen bei Keratinen vorkommen und zur Störung der Keratinfilament-

bildung führen. Möglicherweise sind intronische Keratinvarianten über ähnliche Mechanismen 

an der Entwicklung hämochromatoseassoziierter Lebererkrankung beteiligt, allerdings läßt die 

Analyse der österreichischen Patienten aufgrund der limitierten Fallzahl keine abschließenden 

Aussagen zu. Die Analyse einer weitaus größeren Kohorte von C282Y-homozygoten Hämo-

chromatosepatienten könnte Klarheit darüber schaffen, ob und in welchem Ausmaß KRT8/18-

Varianten den Verlauf und Schweregrad der Lebererkrankung bei C282Y-homozygoter heredi-

tärer Hämochromatose beeinflussen. In der österreichischen Kohorte wurde Leberzirrhose bei 

63/162 (38,9%; Tab. 4.14) der Patienten diagnostiziert, davon 60 (95%) männlichen und 3 (5%) 

weiblichen Patienten. Diese disproportionale Verteilung ist vereinbar mit der höheren Penetranz 

der hereditären Hämochromatose und beschleunigten Progression der Lebererkrankung bei 

männlichen Patienten, während bei Frauen eine niedrigere Penetranz und – insbesondere vor der 

Menopause – langsamere Entwicklung der Leberfibrose typisch ist (Poynard et al., 2003; 

Beutler, 2006). Das Alter des Patienten stellte einen mäßigen Risikofaktor (OR = 1,08; 95%-KI 

= 1,04-1,12; p <0,001) für Zirrhoseentwicklung dar, während die Serumferritin-Konzentration 

ein deutlicher Prädiktor für erhöhtes Zirrhoserisiko war: OR = 32,74; 95%-KI = 7,63-140,5; p 

<0,001 (Tab. 4.16). Andere Parameter des Eisenstoffwechsels konnten aufgrund unzureichender 

Dokumentation (Tab. 4.13) nicht in der statistischen Analyse berücksichtigt werden. Ferner 

zeichnete sich ein nicht signifikanter Trend zur Entwicklung von Leberzirrhose bei HHC-

Patienten mit erhöhtem Alkoholkonsum ab: OR = 6,26; 95%-KI = 0,73-54,09; p = 0,095 (Tab. 

4.16). Die Assoziation der Faktoren männliches Geschlecht, Serumferritin-Konzentration und 

Alter mit Präsenz von Leberzirrhose bei HHC wurde auch von Stickel et al. (2005) beschrieben 

und stimmt mit den beobachteten Risikofaktoren aus frühere Studien überein (Abs. 1.7.3).   
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5.3.3 Problematik der statistischen Auswertung 

Die begrenzte Anzahl an verfügbaren DNA-Proben österreichischer HHC-Patienten stellte einen 

maßgeblich limitierenden Faktor der statistischen Aussagefähigkeit dieser Untersuchung dar. Da 

die Frequenz von Keratin 8/18-Varianten insgesamt niedrig ist, wären zur Klärung einer poten-

tiellen genetischen Assoziation mit der Lebererkrankung bei C282Y-homozygoter Hämochroma-

tose weitaus größere Patientenzahlen erforderlich gewesen. So ergab die Kalkulation der statis-

tischen Power für die Demonstration einer genetischen Assoziation nicht kodierender Varianten 

bei der gegebenen Fallzahl einen unzureichenden Wert von 57%. Um eine Power von 80% zur 

Detektion eines Unterschieds mit Signifikanzniveau von 0,05 zu erreichen, wurde eine Kohor-

tengröße von mindestens 228 Patienten errechnet. Wenn man die niedrige Frequenz der beiden 

häufigsten Varianten K8 R342H und G62C in dieser Population und eine Power von 80% im 

Chi-Quadrat-Test mit zweiseitigem Signifikanzniveau von 5% zugrunde legt, dann wären zur 

Analyse einer genetischen Assoziation dieser Mutationen mehr als eintausend HHC-Patienten 

notwendig gewesen. Es bleibt also umfassenderen, multizentrischen Studien mit sorgfältigem 

Studiendesign überlassen, die Bedeutung von K8/18-Mutationen bei C282Y-hereditärer Hämo-

chromatose näher zu definieren.   
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6. Zusammenfassung 
 
Keratin 8 und 18 schützen die Leber gegenüber mechanischen und nicht mechanischen Formen 

von Belastung und KRT8/18-Varianten können das Risiko zur Entwicklung von Leberzirrhose 

erhöhen. Die Häufigkeit und Verteilung von KRT8/18-Varianten in US-amerikanischen und 

europäischen Populationen ist unterschiedlich. Während in einer Studie keine aminosäure-

substituierenden KRT8/18-Mutationen bei 256 deutschen Patienten mit Lebererkrankungen 

unterschiedlicher Ätiologie gefunden wurden, waren solche in einer US-amerikanischen Kohorte 

mit terminaler Lebererkrankung bei 58 von 467 (12,4%) vorhanden. In beiden Studien wurde die 

genomische DNA mittels denaturierender Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie 

(DHPLC) unter Verwendung eines WAVE DNA Fragment Analysis Systems (Transgenomic, 

San Jose, CA USA) analysiert. Daraus leitete sich die Hypothese ab, dass experimentelle 

Bedingungen zu der Diskrepanz der Studienergebnisse beigetragen haben könnten. Ziel der 

ersten Untersuchung war es daher, anhand von bereits bekannten KRT8/18-Mutationen und einer 

neu entdeckten K18 R353G-Variante die DHPLC-Analysebedingungen für die wichtigsten zehn  

K8/18-Exone unter einem Spektrum von denaturierenden Temperaturen zu optimieren. Sechs der 

16 getesteten Varianten in drei von zehn Exonen konnten bei den von der Analysesoftware 

berechneten Temperaturen nicht zuverlässig detektiert werden. Darunter waren die bei humanen 

Lebererkrankungen am häufigsten vorkommenden Varianten K8 G62C, I63V und R341H. Alle 

Varianten waren jedoch bei Zusatz von 2°C höheren Schmelztemperaturen eindeutig zu identifi-

zieren. Unter optimierten DHPLC-Analysebedingungen wurden 151 der 256 deutschen Patienten 

mit Lebererkrankungen unterschiedlicher Ätiologie erneut analysiert. Die Re-Analyse fokus-

sierte auf K8 Exon 1 und 6, in denen die meisten kodierenden Varianten in der großen US-

amerikanischen Patientenkohorte gefunden worden waren. Insgesamt wurden 12 exonische und 

zwei intronische heterozygote K8-Varianten gefunden: eine K8 G62C, zwei K8 I63V, sieben K8 

R341H, eine K8 E376E und eine bisher nicht beschriebene K8 V380I, sowie zwei intronische 

KRT8 1202+46 A→T. Es konnte nachgewiesen werden, dass zuvor nicht entdeckte exonische 

und intronische Keratinmutationen in der deutschen Kohorte vorhanden sind. Die DHPLC stellt 

eine zuverlässige Methode zur Mutationsdetektion dar, allerdings hat die Auswahl der DNA-

Schmelztemperaturen entscheidenden Einfluss auf die Sensitivität des Verfahrens. Der Einsatz 

von bekannten Kontrollvarianten bietet eine effektive Möglichkeit zur Überprüfung software-

berechneter und Generierung empirischer Analysetemperaturen. In der US-amerikanischen 

Kohorte wurden K8/18-Mutationen als Risikofaktor für die Entwicklung terminaler Lebererkran-

kung unterschiedlicher Ätiologie identifiziert. Es ist unklar, ob spezifische Leberkrankheiten 
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präferentiell betroffen sind. In der folgenden Untersuchung wurde daher die Häufigkeit und 

Verteilung von KRT8/18-Varianten in einer deutschen Kohorte und Assoziation mit dem 

Schweregrad und Verlauf bei einer spezifischen und hoch prävalenten Lebererkrankung 

analysiert. Dazu wurden 329 deutsche Patienten mit chronischer Hepatitis C-Virusinfektion 

unterschiedlicher Schweregrade ausgewertet. Alle kodierenden Regionen von KRT8/18 wurden 

mittels DHPLC und DNA-Sequenzierung analysiert. Heterozygote Keratinvarianten, die zu einer 

Aminosäuresubstitution führten, wurden bei 24 von 329 (7,3%) deutschen CHC-Patienten und 

nicht kodierende Varianten bei 26 Patienten (7,8%) identifiziert. Darunter waren 3 neue exoni-

sche K8-Varianten (K8 T26R, G55A, A359T), 6 neue nicht kodierende Varianten und eine 

kodierende K18 S230T-Variante bei 2 Patienten. Die häufigsten Varianten waren K8 R341H bei 

10 Patienten (3%), K8 G62C bei 6 Patienten (1,8%) und K8 I63V bei 4 Patienten (1,2%). Zudem 

wurde erstmals eine ausschließliche und exklusive Kombination der intronischen KRT8 IVS7+ 

10delC- und exonischen K8 R341H-Mutation in allen 10 Patienten beschrieben. Diese Beobach-

tung suggeriert eine kausale Beziehung der beiden genetischen Veränderungen. Darüber hinaus 

stellen kodierende exonische Keratinmutationen einen signifikanten Risikofaktor für die Ent-

wicklung schwerer Leberfibrose bzw. Leberzirrhose bei CHC dar: OR = 8,74; 95%-KI = 2,63-

29,07; p <0,001. Eine andere Studie fand die K8 R341H-Mutation auch gehäuft bei C282Y-

homozygoten amerikanischen Hämochromatosepatienten: 7,6% vs. 0% in Kontrollen. Ähnliche 

Mechanismen können die Fibrogenese bei CHC und hereditärer Hämochromatose fördern. Ziel 

der abschließenden Untersuchung war es, Häufigkeit und Verteilung von K8/18-Varianten und 

mögliche Assoziation mit der Lebererkrankung in einer österreichischen Population mit heredi-

tärer Hämochromatose zu studieren. Dazu wurde genomische DNA von 162 HFE-C282Y-

homozygoten Patienten auf das Vorliegen von KRT8/18-Sequenzalterationen mit DHPLC und 

DNA-Sequenzierung analysiert. Heterozygote exonische K8-Varianten mit Aminosäuresubstitu-

tion wurden bei 10 von 162 Patienten (6,2%) gefunden. Darunter waren zwei neue Varianten K8 

Q169E und R275W mit potentiellen biologischen Auswirkungen. Unter den 10 identifizierten, 

nicht kodierenden KRT8-Varianten waren zwei bisher unbekannt. In KRT18 wurden keine 

Mutationen detektiert. Am häufigsten kamen K8 R341H und K8 G62C bei 4 bzw. 3 Patienten 

vor. Die ausschließliche Kombination der intronischen KRT8 IVS7+10delC-Deletion mit der 

exonischen K8 R341H-Mutation wurde bei allen 4 Patienten bestätigt. Eine signifikante 

Assoziation von kodierenden (p = 0,78) oder nicht kodierenden (p = 0,09) KRT8/18-Varianten 

mit der Präsenz von Leberzirrhose bei C282Y-homozygoter Hämochromatose wurde nicht 

beobachtet. Allerdings ließ der begrenzte Kohortenumfang dieser Studie nur eine eingeschränkte 

statistische Aussagekraft der Ergebnisse zu.     
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