Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik
mit Schwerpunkt Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie
der Medizinischen Fakultét

Charité — Universititsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die Rolle des Ferroportins bei chronischer Hepatitis C

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét

Charité — Universititsmedizin Berlin

von

Tonio Ellermeyer

aus Hamburg



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. H. Schmidt
2. Prof. Dr. med. B. Wiedenmann

3. Priv.-Doz. Dr. med. H. Wedemeyer

Datum der Promotion: 20.11.2009



Fiir meine Eltern



Aus Prioritdtsgriinden wurden Ausziige dieser Arbeit bereits an folgenden Stellen verdffentlicht:

Als “Presidential Poster of Distinction” mit dem Titel , Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) as
potential predictor for the treatment response in hepatitis C” anlédBlich der 59sten Jahrestagung
der AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases), vom 31. Oktober bis 4.
November 2008, San Francisco, Ca, USA.

T Ellermeyer, J Biittner, S Kaiser, H G Hass, E Gentz, T Fiedler, B Bochow, R Weltrich, H
Lochs, H Schmidt. Ferroportin ¢.1-310 CGG(7_9) as potential predictor for the treatment
response in hepatitis C. Hepatology 2008;48(S1):1096A



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Die chronische Hepatitis C (CHC) 1
1.1.1 Definition 1
1.1.2 Erstbeschreibungen 1
1.1.3 Erreger 1
1.1.4 Infektionsweg 2
1.1.5 Pathophysiologie 2
1.1.6 Manifestationen 3
1.1.7 Verlaufsformen 5
1.1.8 Epidemiologie 5
1.1.9 Diagnostik 6
1.1.10 Therapie 7
1.1.11 Pradiktoren 10
1.2 CHC und Eisen 12
1.2.1 CHC-Verlauf und hepatischer Eiseniiberschuss 12
1.2.2 Phlebotomie und CHC-Therapieerfolg 13
1.2.3 Mechanismus der Eiseniiberladung bei CHC 13
1.3 Ferroportin 14
1.3.1 Erstbeschreibungen 14
1.3.2 Gen und Protein 14
1.3.3 Funktion 14
1.3.4 Steuerung des Eisenexports 15
1.3.5 Transportertyp 17
1.3.6 Synonyme und Abkiirzungen 17
1.3.7 Hamochromatose Typ IV 17

2 Aufgabenstellung 19
3 Material und Methoden 20
3.1 Probanden-Rekrutierung 20
3.1.1 Berliner Kontrollen 20
3.1.2 Berliner Patienten 20
3.1.3 Tiibinger Patienten 20
3.2 Ethikvotum 21
3.3 Material 21
3.3.1 Blutproben 21
3.3.2 Gerite 22
3.3.3 Chemikalien 22
3.3.4 Software 23
3.4 Experimentelle Methoden 23
3.4.1 DNA-Isolierung 23
3.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 25
3.4.3 Agarose-Gelelektrophorese 29
3.4.4 Aufreinigung des PCR-Produktes 30
3.4.5 Kettenabbruch mit fluoreszenzmarkierten ddNTPs 32
3.4.6 Aufreinigung des Kettenabbruch-Produktes 35
3.4.7 Denaturierung des Kettenabbruch-Produktes 36
3.4.8 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP) 36
3.4.9 Einbau kiinstlicher Restriktionsschnittstellen 38
3.5 Statistische Methoden 39



Inhaltsverzeichnis

4 Ergebnisse 40
4.1 Sequenzanalyse 40
4.2 Haplotypenanalyse 47
4.3 Polymorphismenscreening 50
4.4 Statistische Auswertung 51

4.4.1 Auswahl der Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg 52
4.4.2 Fallzahlen 52
4.4.3 Entscheidung iiber statistisches Testen 53
4.4 4 Statistische Testung 57
4.4.5 Zusammenfassung dieser Analyse 71

5 Diskussion 72

6 Zusammenfassung 84

7 Literaturverzeichnis 85

8 Abkurzungsverzeichnis 96

9 Anhang 99
9.1 Danksagung 99
9.2 Lebenslauf 100
9.3 Publikationsliste 101
9.4 Selbstéandigkeitserklarung 102

II



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die chronische Hepatitis C (CHC)

1.1.1 Definition
Eine Hepatitis C ist eine nekroinflammatorische Leberentziindung — verursacht durch das
Hepatitis-C-Virus (HCV). Sie wird als chronisch bezeichnet, wenn sich auch sechs Monate nach

der Infektion noch Virus-RNA im Serum nachweisen lasst (1).

1.1.2 Erstbeschreibungen
Erstmals beschrieben wurde die Hepatitis C Mitte der 1970er als Non-A-Non-B-Hepatitis (2-5).
Das Hepatitis-C-Virus selbst wurde erst 1989 identifiziert (6, 7).

1.1.3 Erreger

Das Hepatitis-C-Virus ist ein Mitglied der Familie der Flaviviren vom Genus Hepacivirus (8, 9).
Es hat ein einstringiges, positives RNA-Genom, das eine Vielzahl von Varianten aufweist (10).
Diese genomische Diversitit ist darauf zuriickzufiihren, dass die Replikation mittels RNA-
Polymerase gar keine, fehlerhafte oder nur schwache Fehler-Korrektur-Mechanismen besitzt
(10-12). In der gegenwirtig giiltigen Nomenklatur werden sechs Genotypen und eine grof3e
Anzahl von Subtypen unterschieden (8). Die unterschiedlichen Subtypen sind in
unterschiedlichen Regionen verschieden stark vertreten, wobei weltweit Regionen mit hoher
HCV-Genom-Diversitdt von Regionen mit geringer Diversitit unterschieden werden (11). Es
wird angenommen, dass das Virus in Regionen mit hoher Diversitit bereits wesentlich langer
existiert als in Regionen mit geringer Diversitét (10). Afrika, China und Siidostasien gelten als
Regionen hoher Diversitdt, westliche und nicht-tropische Liander als Regionen geringer
Diversitidt. Die Subtypen la, 1b und 2a-c werden in westlichen Léndern am haufigsten
diagnostiziert und sind somit die Subtypen, iiber deren klinische Manifestation die
umfangreichste Dokumentation vorliegt. Thr Anteil an der Zahl aller weltweit beschriebenen
Subtypen ist jedoch geringfiigig (8).

Einziger natiirlicher Wirt des Hepatitis-C-Virus ist der Mensch (9).

Der Begriff der Quasispezies beschreibt das Vorliegen verschiedener Varianten des HCV-

Genoms bei einem einzelnen infizierten Patienten (10).
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1.1.4 Infektionsweg

Hepatitis-C-Infektionsmodi werden als bekannt oder unbekannt, belegt oder vermutet
beschrieben; der Anteil der Infektionen mit unbekanntem Infektionsmodus wird mit 20-50 %
angegeben (13, 14).

Die Ubertragungswege werden nach ihrer Effizienz im Einzelfall und nach ihrem Anteil an allen
erfolgten Ubertragungen unterteilt.

Effizientere Ubertragungswege sind groBvolumige oder wiederholte, direkte, perkutane Kontakte
mit Blut; weniger effizient sind einzelne, kleinvolumige, perkutane Blutkontakte sowie
Expositionen von Mukosa zu Blut oder zu aus Serum entstammenden Fliissigkeiten (15).
Beispiele fiir effizientere Transmissionsmodi sind Transfusionen und Transplantationen
infizierten Spendermaterials sowie intravendser Drogenabusus unter Verwendung infizierten
Injektionsmaterials (15). Beispiele fiir weniger effiziente Ubertragungswege sind
Nadelstichverletzungen, Geburt von infizierter Mutter und Sex mit infiziertem Partner (15-18).
Beim Anteil der Ubertragungsmodi an der Gesamtheit der stattgefundenen Ubertragungen muss
zwischen Entwicklungsldndern und so genannten Erste-Welt-Landern unterschieden werden: Die
dominierenden Infektionswege in Entwicklungsldndern sind unsichere therapeutische
Injektionen und Transfusionen mit infizierten Blutprodukten. In so genannten Erste-Welt-
Landern sind intravendse Drogeninjektion mittels infiziertem Material sowie Sex mit infiziertem
Partner die Hauptursachen fiir Neuinfektionen; Infektionen durch Bluttransfusionen vor der Zeit
systematischen HCV-Screenings stellen auch in den Erste-Welt-Lidndern einen Grofiteil der
insgesamt vorliegenden Infektionen dar (19).

Der mit 20-50 % beachtliche Anteil der Infektionen mit unklarem Ubertragungsmodus (13, 14)
kann folgendermafBlen erkldrt werden: Das Hepatitis-C-Virus kann im Plasma ex vivo bei
Raumtemperatur fiir zumindest 16 Stunden iiberleben (20); es existiert damit eine Vielzahl
biologisch plausibler Ubertragungswege. Fiir das Gros dieser Ubertragungswege existieren nicht
ausreichend Daten, um zu beurteilen, ob und inwieweit sie an der HCV-Ubertragung teilhaben.
Beispiele fiir hypothetisierte aber nicht belegte Infektionsmodi sind Tétowierungen, Body-
Piercing, nasale Medikamenteneinnahme, rituelle Narben, Beschneidungen, Akupunktur und

Schropfen (19).

1.1.5 Pathophysiologie
Der genaue molekulare Pathomechanismus der Organschiadigung durch das HC-Virus ist unklar
(21). Im Rahmen einer chronischen Hepatitis C scheint das Hepatitis-C-Virus selbst nicht direkt

zytopathisch zu sein (22, 23). Die Zellzerstorung wird wahrscheinlich durch lokal unterhaltene,
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hauptsichlich unspezifische Immunantworten bewirkt (23), die ausreichend stark sind, um eine
Zellschadigung zu bewirken, aber zu schwach sind, um das Virus zu eradizieren (22). Die
Ursache fiir die unzureichende Stirke der Immunantwort scheint in der Fiahigkeit des HC-Virus
zu liegen, das Profil der von T-Zellen sezernierten Zytokine zu verdndern und eine Resistenz
gegeniiber den Effekten antiviraler Zytokine zu bewirken (wie z. B. Interferon) (24). Die zur
Viruseradikation unzureichenden Entziindungsreaktionen triggern die Fibrogenese, die bis zur
Zirrhose fiihren kann. Das Vorliegen einer Zirrhose erhoht wiederum das Risiko fiir die
Entwicklung eines Hepatozelluldren Karzinoms. Die Rolle der HCV-Proteine in der Genese des

Hepatozelluldren Karzinoms ist ungeklart (23).

1.1.6 Manifestationen

Eine chronische HCV-Infektion kann zur Entstehung von Leberfibrose, Leberzirrhose und
Hepatozellulirem Karzinom fiihren (22, 25). Zu dieser Entwicklung scheint es jedoch nur bei
einer Minderheit der chronisch Infizierten zu kommen (26-33). Bei der Mehrheit wird vor allem
eine Einschriankung der gesundheitsbedingten Lebensqualitit beschrieben, die auf eine Vielzahl
von Beschwerden zuriickgefiihrt wird; in der einzigen bisher publizierten Studie zum Spektrum
der klinischen Manifestationen der CHC (25) wurden in vier Gruppen eingeteilt folgende,

Lebensqualitét einschrinkende Symptome beschrieben (siche Tab. 1):

Tab. 1: Lebensqualitét einschrankende Symptome

Symptom-Gruppe Lebensqualitat einschrankende Symptome

Neuropsychiatrische Symptome mentale und physische Miidigkeit,
Konzentrationsschwiche, Vergesslichkeit,

Depression, Reizbarkeit, Schlafstérungen

Gastrointestinale Symptome Schwitzen, Ubelkeit,
Lebensmittelunvertréglichkeiten, Appetitlosigkeit,

Durchfall, abdominelle Schmerzen
Algesie Arthralgie, Myalgie, Ganzkorperschmerz

Dysésthesie Gerduschempfindlichkeit, Lichtempfindlichkeit,

dermatologische Probleme, Kopfschmerzen

Die Symptome mit der héchsten Priavalenz seien physische Miidigkeit, Reizbarkeit, Depression,
mentale Miidigkeit und abdomineller Schmerz respektive. Die Beschwerden wiirden als moderat

bis schwer ausgeprigt berichtet; vollige Beschwerdefreiheit sei selten (25). Ob, wie und
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inwieweit diese Symptome pathophysiologisch auf die HCV-Infektion zuriickzufiihren sind, ist
nicht geklart (22, 25).

Neben den klinischen Manifestationen von Leberfibrose, -zirrhose und Hepatozelluldrem
Karzinom sowie den soeben beschriebenen Lebensqualitit beeintrdchtigenden Symptomen sind
noch die so genannten extrahepatischen Manifestationen zu nennen: Hierbei handelt es sich um
all die als extrahepatisch beschriebenen Krankheitsbilder, Syndrome oder Symptome, die seit
Erstbeschreibung des HC-Virus mit chronischen HCV-Infektionen assoziiert wurden. Die Grade
der Assoziation sind strittig, die Pravalenzen unklar und pathophysiologische Verbindungen zum
HC-Virus bislang nicht ausreichend bekannt (34-38). In der jiingsten, ebenfalls strittigen
Einteilung nach Stdrke der Assoziation zur chronischen HCV-Infektion (35) werden folgende

extrahepatische Manifestationen aufgefiihrt (siche Tab. 2):

Tab. 2: Extrahepatische Manifestationen

Gewissheit der Assoziation zur CHC Extrahepatische Manifestation

Hoch Gemischte Kryoglobulindmie
Nichtkryoglobulindmische systemische Vaskulitis
Milz-Lymphom mit villésen Lymphozyten
Midigkeit
Porphyria Cutanea Tarda
Sicca Syndrom

Autoantikorper-Produktion

Mild B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom
Autoimmune Thrombozytopenie
Juckreiz

Diabetes mellitus Typ II

Fraglich Autoimmun-Thyreoiditis

Lichen Planus

Auf Einzelfallberichten basierend Lungenfibrose
Progressive Encephalomyelitis
Ulcera der Kornea
Erythema nodosum

Chronische Polyradikuloneuritis

Bedeutung wird den extrahepatischen Manifestationen aus folgenden Griinden zugeschrieben:
Sie konnen von Fall zu Fall die Erstmanifestation einer HCV-Infektion darstellen, ihr

Schweregrad kann hoher als der der hepatischen Manifestationen sein, ihr Vorhandensein kann
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eine Modifizierung der HCV-Therapie erforderlich machen und von der Analyse ihrer
pathomorphologischen ~Gemeinsamkeiten wird Einsicht in die pathophysiologischen
Mechanismen des HC-Virus erhofft (36).

1.1.7 Verlaufsformen

Die Anteile einzelner Verlaufsformen an der Gesamtzahl der Infektionen sind nicht bekannt. Thre
Beschreibung wiirde die Beobachtung von Kollektiven ab dem Zeitpunkt der Infektion
voraussetzen, was aus mehreren Griinden schwierig ist (39): Die akute Infektion ist haufig
asymptomatisch (40, 41) - und ist sie symptomatisch, so schrinken die Symptome héufig die
Lebensqualitét derart geringfiigig ein und sind so unspezifisch, dass die Diagnose nicht gestellt
wird (39). Um in einem Kollektiv potentiell Erkrankender die Infektionszeitpunkte zu
bestimmen, miisste dieses Kollektiv also einem regelmiBigen Screening unterzogen werden (39).
Und um alle derzeit bekannten Manifestationsformen zu erfassen, miisste dieses Screening
mittels Leberbiopsie erfolgen, da andernfalls okkulte HCV-Infektionen nicht miterfasst wiirden:
Diese sind dadurch definiert, dass HCV-RNA im Lebergewebe nachgewiesen wird, wahrend im
Serum weder anti-HCV-Antikdrper noch HCV-RNA gefunden werden (42). Klinisch konnen
okkulte HCV-Infektionen sowohl apparent (43, 44) als auch inapparent (42) verlaufen.
Prospektive Studien, in denen Kollektive potentiell Erkrankender in regelmifBigen Abstdnden
einem Screening mittels Leberbiopsie unterzogen werden, existieren verstindlicherweise nicht.
Auch existieren bislang keine Studien, die infizierte Patienten iiber mehr als 25 Jahre mitverfolgt
haben (39). Die folgenden, existierenden, quantitativen Aussagen zu den -einzelnen
Verlaufsformen sind also mit entsprechender Vorsicht zu betrachten:

Die akute Hepatitis-C-Infektion verlduft bei der Mehrheit der Infizierten symptomlos (40, 41);
desgleichen chronifiziert sie bei der Mehrheit (26). 4-24 % der chronisch Infizierten entwickeln
innerhalb von 20 Jahren eine Leberzirrhose (26), die bei 4 % pro Jahr dekompensiert (27, 28);
ein Hepatozelluldres Karzinom entwickeln pro Jahr 1-7 % der HCV-Patienten, die eine

Leberfibrose aufweisen (27-33).

1.1.8 Epidemiologie

Die geschitzte weltweite Pravalenz von HCV-Infektionen wird mit Werten zwischen 2,0 % (26)
und 2,2 % (19, 45) angegeben. Dabei wird betont, dass es sich um Durchschnittswerte mit
erheblichen regionalen Unterschieden handelt; die regional niedrigsten Priavalenzen wurden fiir
Skandinavien und GroBbritannien mit Werten von 0,01-0,1 % angegeben; die mit 15-20 %

héchsten Privalenzwerte stammen aus Agypten. In den einzelnen Regionen werden des weiteren
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unterschiedlich stark ausgeprigte Pravalenzunterschiede zwischen verschiedenen Alters- und
Risikogruppen beobachtet (19).

Die Bestimmung der Inzidenz ist besonders schwierig, da die akute Infektion in der Mehrzahl
der Fille symptomlos verlduft und selbst die diagnostizierten Akutinfektionen in den meisten

Landern nicht systematisch erfasst werden. Verldssliche weltweite Daten existieren nicht (19).

1.1.9 Diagnostik

Die im Folgenden dargestellten diagnostischen Verfahren und Vorgehensweisen beziehen sich
auf aktuelle Empfehlungen hepatologischer bzw. hepatogastroenterologischer Fachgesellschaften
(1, 46-51).

Bei bestehendem Verdacht auf HCV-Infektion wird ein Test auf anti-HCV-Antikorper
empfohlen, der — falls positiv - durch einen serologischen Nachweis von HCV-RNA bestitigt
werden sollte. Ein negatives Ergebnis des anti-HCV-Antikorper-Tests erlaubt allerdings nicht
den Ausschluss einer HCV-Infektion. Insbesondere bei dtiologisch unklarer Lebererkrankung
immuninkompetenter Patienten bzw. bei Verdacht auf eine akute HCV-Infektion sollte auch auf
ein negatives anti-HCV-Antikorper-Testergebnis ein HCV-RNA-Assay folgen (1, 49). Bei
Verdacht auf eine okkulte HCV-Infektion stellt die Leberbiopsie die einzige Moglichkeit sowohl
zur Diagnosestellung als auch zur Genotypisierung dar (42).

Vor Beginn einer Therapie werden eine HCV-Genotypisierung und eine HCV-Quantifizierung
empfohlen. Die Genotypisierung dient der Festlegung der Therapiedauer, die Quantifizierung als
Ausgangswert fiir die virdmische Verlaufskontrolle (1, 49-51).

Eine Leberbiopsie wird nur dann empfohlen, wenn angenommen wird, dass die aus ihr folgenden
Untersuchungsergebnisse Einflul auf die Therapieentscheidung haben werden (1, 46, 50).
Ungeachtet aller Risiken und methodischen Schwichen wird die Leberbiopsie nach wie vor als
Goldstandard zur Bestimmung des Fibroseausmalles (Staging) betrachtet (46, 50, 51). Das
Fibroseausma3 wiederum gilt als stirkster Pradiktor des weiteren Krankheitsverlaufs bei
Nichtbehandlung (46, 49). Bei fehlender oder uneindeutiger Zirrhose-Klinik kann ein
postbioptisches Staging dariiber entscheiden helfen, ob eine unmittelbare Therapie angeraten
scheint oder eine Verlaufsbeobachtung mit gegebenenfalls in Abstinden von 3-5 Jahren
wiederholten Biopsien vorzuziehen ist (46, 49). Bei ausschlieBlich mit den Genotypen 2 oder 3
infizierten Patienten wird vielfach eine Therapie ohne vorheriges bioptisches Staging begonnen,
da diese Genotypen als positive Pradiktoren eines Therapieerfolges angenommen werden (49-
51).

Klinische und virologische Kontrolluntersuchungen wéhrend der Therapie konnen in Abstdnden
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von z. B. 1-3 Monaten erfolgen (50). Zur Dokumentation des Virdmieverlaufs und Abschétzung
des Therapieerfolges sind HCV-RNA-Serum-Quantifizierungen zu Therapiebeginn, 12 Wochen
spater, zu Therapieende und 6 Monate nach Therapieende iiblich (50). Der Nichtnachweis von
HCV-RNA im Serum 6 Monate nach Therapieende wird als ,,Sustained Viral Response® (SVR)
bezeichnet und als Surrogatparameter eines Therapieerfolges angenommen (52). Der
Nichtnachweis von HCV-RNA im Serum 12 Wochen nach Therpiebeginn wird als ,,Early Viral
Response* (EVR) bezeichnet und gilt als SVR-Pradiktor (50). Der Nichtnachweis von HCV-
RNA am Therapieende wird ,,End of Treatment Response (ETR) genannt. ETR und SVR
verwendend werden therapierte Patienten in ,,Responder, ,Nonresponder“ und ,,Relapser
unterteilt: ,,Nonresponder* haben weder ETR noch SVR erreicht, ,,Relapser” haben ETR, aber
nicht mehr SVR erreicht, ,,Responder* haben sowohl ETR als auch SVR erreicht.

Zur Verlaufsbeobachtung gehort desgleichen die Bestimmung des Serum-GPT-Wertes (1), tiber
die auch das so genannte biochemische Therapieansprechen definiert wird (siehe S. 11).

Zur frihzeitigen Erfassung therapiebedingter Zytopenien und Schilddriisenfunktionsstorungen ist
dariiberhinaus je nach Vorerkrankungen ein unterschiedlich engmaschiges Monitoring notig

(50).
1.1.10 Therapie

Optionen
Aktuellen Leitlinien folgend bestehen bei einer chronischen HCV-Infektion drei ,,Therapie®-

Optionen: Lebertransplantation, Interferon-Ribavirin-basierte antivirale Therapie und Monitoring
ohne therapeutische Intervention. Welches Vorgehen gewihlt wird, ist individuell zu entscheiden
- dabei in Betracht zu ziehen sind folgende Faktoren: der bestehende Leberfibrosegrad (als
starkster positiver Pradiktor des Krankheitsverlaufs ohne Behandlung), die Wahrscheinlichkeit
schwerer, unerwiinschter Arzneimittelwirkungen, die angenommene Wahrscheinlichkeit eines

Therapieansprechens und das Vorliegen von Koerkrankungen (49, 50, 53).

Lebertransplantation
Die Lebertransplantation sollte bei Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose erwogen

werden; Patienten mit kompensierter Hepatopathie hingegen gelten als Kandidaten fiir die
antivirale Therapie bzw. fiir ein iiberwachendes Abwarten (50, 51, 53). Die Entscheidung
zwischen antiviraler Therapie und Abwarten wird u. a. anhand des Ausmalles der bestehenden
Leberfibrose getroffen: Ein umgehender Therapiebeginn wird bei moderater bis starker Fibrose

angeraten (Ishak > 3 oder METAVIR > F2), ein beobachtendes Abwarten wird fiir den Fall
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weniger stark ausgeprigter Fibrose empfohlen (Ishak <3 oder METAVIR < F2) (50).

Interferon-basierte Therapie
Das Regime einer Interferon-Ribavirin-basierten antiviralen Therapie hingt vom HCV-Genotyp,

eventuellen Vortherapien und Koerkrankungen ab. Sollten keine Kontraindikationen vorliegen,
wird eine Kombination von pegyliertem Interferon-alpha und Ribavirin verabreicht (PEG-
Interferon-alpha: einmal wochentlich subkutan; 2a: fixe Dosierung, 2b: Dosierung pro kg
Korpergewicht; Ribavirin: einmal tdglich oral). Die Therapie von HCV/HIV-Koinfektionen,
HCV-Genotyp-1- und Genotyp-4-Infektionen erfolgt liber einen Zeitraum von 48 Wochen, die
von Genotyp-2- und Genotyp-3-Infektionen iiber 24 Wochen. Non-Responder und Relapser nach
Interferon-Monotherapien bzw. Therapien mit nicht-pegyliertem Interferon werden mit
demselben Regime therapiert wie therapienaive Patienten. Fiir Nonresponder und Relapser nach
gegenwirtigem Ersttherapie-Regime gibt es noch keine einheitlichen Empfehlungen:
Retherapien sollten im Rahmen kontrollierter Studien erfolgen.

Fiir kiinftige Reevaluierungen der Therapieregime zeichnen sich zwei Trends ab: Verkiirzung
und Verldngerung der Therapiedauer. Verkiirzung: Bei Nichtnachweis von HCV-RNA in der 4.
Therapiewoche wird bei einer Genotyp-1-Infektion bereits zum Teil nur noch 24 Wochen und
bei einer Genotyp-2 oder -3-Infektion nur noch 12 Wochen lang therapiert. Verldngerung: Bei
Nachweis von HCV-RNA in der 12. aber nicht in der 24. Therapiewoche einer Genotyp-1-
Infektion wird in manchen Fillen bereits 72 Wochen lang therapiert (50, 54, 55).!

Neben den in den aktuellen Leitlinien empfohlenen Interferonen PEG-Interferon-alpha-2a und -
2b wird in Studien - insbesondere bei Retherapie von Nonrespondern und Ersttherapie von
Virusgenotyp-1-Patienten - ein weiteres Interferon verwendet: Consensus-Interferon. Thm wird
eine den PEG-Interferonen vergleichbare Wirkung zugeschrieben (56). Inwieweit es im Rahmen

von Retherapien hohere Ansprechraten aufweist, ist noch unklar (57, 58).

Nebenwirkungen von Interferon und Ribavirin
Ein hdufiger Grund fiir Non-Compliance, Therapieabbruch, Dosisreduktionen und Ablehnung

einer Retherapie sind die Nebenwirkungen der antiviralen Therapie. Schwere, hiufige und

andere unerwiinschte Wirkungen der beiden Wirkstoffe sind in Tabelle 3 aufgelistet.

" Die fiir den Herbst 2008 angekiindigte Uberarbeitung der Leitlinie der DGVS (Deutsche Gesellschaft fiir
Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) ist zum Zeitpunkt der Beendigung dieser Arbeit noch nicht
veroffentlicht (Mérz 2009). Mitverfasser-Ankiindigungen zufolge soll sie Therapiedauern von 24, 48 und 72
Wochen empfehlen.
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Tab. 3: Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAWS)

UAW-Gruppe Wirkstoff Einzelne UAWSs

schwere UAWs Interferon (22) Depression
Suizidalitét
anhaltende Hypothyreose
Leukopenie und Thrombozytopenie durch
Knochenmarkssuppression
Krampfanfille
Sehbeeintrichtigung
Gehorverlust
Pankreatitis

Interstitielle Pneumonie

Ribavirin (22) dosisabhédngige hdmolytische Andmie

Teratogenitét

héufige UAWs Interferon (22) Grippeédhnliche Beschwerden
Alopezie

Ribavirin (22) dosisabhédngige hdmolytische Andmie
Pharyngitis
Schlafstorungen
Dyspnoe
Juckreiz
Hautausschlag
Ubelkeit

Anorexie

ibrige UAWs Interferon (50) Gereiztheit
Konzentrationsschwiche
Gedéchtnisschwéche
Autoimmunstorungen (v.a. Thyreoiditis)
Diarrhoe
Schlafstorungen
Gewichtsverlust

Hautausschlag

Ribavirin (50) trockener Husten
Sinus-Erkrankungen
Gicht

Diarrhoe
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Therapieansprechen
Ohne Abbruch oder Dosisreduktion nach aktuellem Regime durchgefiihrte antivirale Therapien

erzielen folgende SVR-Raten: 40-50 % SVR bei Genotyp 1, > 80 % SVR bei Genotyp 2 und 3,
dazwischen liegende SVR-Raten bei Genotyp 4 (51, 54). Unter der Kombinationstherapie von
PEG-Interferon-alpha + Ribavirin wurde sowohl die Verlangsamung des Fibrosefortschrittes als

auch die Umkehrung von Zirrhose beobachtet (22).

1.1.11 Pradiktoren
Pradiktoren sind Surrogatparameter fiir einen klinisch relevanten Umstand. Thre Bestimmung
erfolgt zu einem fritheren Zeitpunkt als die Bestimmung des relevanten Umstandes selbst — und

ist idealerweise auch risiko- und komplikationsdrmer, giinstiger und einfacher (52).

Préadiktoren fur klinisch relevanten Therapieerfolg
Priadiktoren flir Therapieerfolg sollen einen klinisch relevant definierten Therapieerfolg

voraussagen; sie werden bei Entscheidungen iiber Beginn, Fortfiihrung oder Abbruch von
Therapien genutzt, und der Zeitpunkt ihrer Bestimmung — der so genannte Surrogat-Endpunkt —
ist haufig Endpunkt klinischer Studien. Als Voraussetzung fiir ihre Verwendung wird gefordert,
dass zweierlei gezeigt werden konnte:

1. eine Korrelation zwischen dem Pridiktor des Therapieerfolges und dem klinisch relevant
definierten Therapieerfolg

2. dass der Effekt der Therapie auf den Préddiktor prédzise den Effekt der Therapie auf den
klinisch relevant definierten Therapieerfolg vorhersagt. (Dies ist ndtig, da eine im ersten Schritt

gezeigte Korrelation auf einer Storvariable beruhen kann und nicht kausal sein muss.)

Wurden beide Aussagen bestitigt, so gilt der Pradiktor als validiert, wurden sie widerlegt, so gilt
er als falsifiziert; konnten die Aussagen weder bestétigt noch widerlegt werden, so wird von
einem vermeintlichen oder hypothetischen Pradiktor gesprochen. Fiir die Interferon-Ribavirin-
basierte antivirale Therapie der chronischen HCV-Infektion existiert kein validierter Pradiktor
des Therapieerfolges. Es liegen lediglich hypothetische Préadiktoren vor, die die erste
Validierungsforderung erfiillen und fiir die die zweite Forderung bisher weder bestétigt noch
widerlegt werden konnte (52).

Die Vermeintlichkeit dieser Therapieerfolgspradiktoren erklédrt sich aus der Definition des
klinisch relevanten Therapieerfolges bei chronischer HCV-Infektion: Idealerweise wiirde die

Therapie einer chronischen HCV-Infektion das Nichteintreten oder die Riickbildung (soweit
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moglich) sdmtlicher Krankheits- und Komplikations-Manifestationen bewirken. Die Entstehung
einiger dieser Manifestationen — insbesondere die Entwicklung von Komplikationen einer
Leberzirhhose inklusive der Entstehung eines Hepatozelluldren Karzinoms - kann jedoch
Jahrzehnte dauern und im Rahmen der Laufzeiten auch der langsten, gegenwértig existierenden
Studien noch nicht ausgeschlossen werden (52).

In Abwesenheit eines validierten Pridiktors wird zur Zeit vor allem der vermeintliche Pradiktor
SVR (Sustained Viral Response = nachhaltiges virales Ansprechen) als Surrogatparameter fiir
klinisch relevanten Therapieerfolg verwendet (52, 59). Fiir die Testung auf SVR ist kein
bestimmtes Nachweisverfahren vorgeschrieben; es werden Methoden mit unterschiedlichen
unteren Nachweisgrenzen verwendet.

Ein immer noch verwendeter Vorldufer von SVR als vermeintlicher Therapieerfolgspridiktor ist
das so genannte biochemische Ansprechen. Dieses ist durch eine Serum-GPT-Wert-

Normalisierung sechs Monate nach Therapieende definiert (60-64).

SVR-Préadiktoren und SVR-Pradiktor-Préadiktoren
Neben nachhaltigem biochemischen und viralen Ansprechen existiert eine Vielzahl weiterer

hypothetischer Pradiktoren, die lediglich aufgrund von Korrelation mit SVR postuliert wurden —
nicht aufgrund von Korrelation mit klinisch relevant definiertem Therapieerfolg. Sie werden im
Folgenden als SVR-Priadiktoren bezeichnet. Aufgrund von Korrelation mit einigen von ihnen
wurden wiederum Prédiktoren postuliert, die man SVR-Pradiktor-Pradiktoren nennen konnte; sie
korrelieren zumeist mit SVR-Pradiktoren, die durch die Viruslast zu einem bestimmten
Zeitpunkt wahrend der Therapie definiert sind.

Zahlreiche Parameter wurden als SVR-Priadiktoren und SVR-Priadiktor-Pradiktoren publiziert;
viele von ihnen sind strittig — eine wesentliche Rolle im Rahmen von Therapieentscheidungen
spielen nur Virusgenotyp und Virdmieverlauf in der Anfangsphase einer Therapie.

Der Virusgenotyp wird aktuellen Leitlinien folgend bei der Bestimmung der Therapiedauer und
Ribavirin-Dosierung genutzt (siche Kapitel ,Interferon-basierte Therapie“ (S. 8)). Der
Virdmieverlauf in der Anfangsphase der Therapie kann {iber Abbruch oder Fortfithrung einer
Therapie mitentscheiden.

Beispielhaft seien an dieser Stelle einige SVR-Prddiktoren und SVR-Pridiktor-Pradiktoren
erwahnt; zu beachten ist, dass Storvariablenfreiheit und Pathomechanismus in vielen Féllen nicht
geklart sind und Assoziationen mit erwiinschten/unerwiinschten Viruslastparametern vielfach
nur fiir bestimmte Therapieregime, HCV-Genotypen und Patientenpopulationen beschrieben

wurden und fiir andere Regime, Genotypen und Patientengruppen nicht reproduziert werden
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konnten.

Mit unerwiinschten Viruslast-Befunden assoziierte Parameter sind: fortgeschrittene Leberfibrose,
Leberzirrhose, Steatosis hepatis, médnnliches Geschlecht, hoheres Lebensalter, hoheres
Korpergewicht, hoherer Body-Mass-Index, erhohte pritherapeutische  Gamma-GT-
Serumkonzentration (54), Zugehorigkeit zur Ethnie der Afroamerikaner (54), Insulinresistenz
(65), hohe Leptin-Serumkonzentration (66), hohe pritherapeutische AFP-Serumkonzentration
(67), hohe Interleukin-8-Serumkonzentration (68), erhohte Ferritindmie (69, 70),
Nichtansprechen auf aktuelles Therapieregime (71), HIV-Koinfektion und Alkoholkonsum (72).
Mit erwiinschten Viruslast-Befunden assoziierte Parameter sind: PEG-Interferon-Ribavirin-
Kombinationstherapie statt Monotherapie oder Therapieregime mit nicht-pegyliertem Interferon
(54), geringe prétherapeutische Viruslast (54), Zugehdrigkeit zu einer asiatischen Ethnie (73),
hohere Ribavirin-Dosierung und héherer GPT-Quotient (Serum-GPT-Wert/ obere Serum-GPT-
Normgrenze) (74).

1.2 CHC und Eisen

Die Féhigkeit des Eisens, Elektronen sowohl aufzunehmen als auch abzugeben, macht es zum
Bestandteil zahlreicher Stoffwechselprozesse. Ein Uberangebot an Eisen kann jedoch zell- und
organschiadigend sein. So fiihrt u. a. die Bildung freier Radikale iiber verstirkten oxidativen
Stress zu vermehrter Schiadigung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren (75, 76); extremer
Eiseniiberschuss kann zur Fibrosierung parenchymatdser Organe wie z. B. der Leber fiihren (75).
Parameter fiir den Korper-Eisengehalt wurden bei CHC-Patienten als hdufig erhoht beschrieben
(77).

Zur Rolle des Eisens im CHC-Verlauf werden in der Forschung zwei Hypothesen diskutiert (75,
76, 78, 79):

1. Hepatischer Eiseniiberschuss aggraviert den Krankheitsverlauf.

2. Eisenentzugstherapien verbessern das Ergebnis Interferon-basierter Therapien.

1.2.1 CHC-Verlauf und hepatischer Eisentberschuss

In der bisherigen Forschung wurden verschiedenste Parameter hepatischer Eiseniiberladung mit
einer Reihe unterschiedlicher und uneinheitlich definierter Aspekte des Verlaufs chronischer
HCV-Infektionen  korreliert:  verstdrkte  Entziindungsaktivitit  (80-82),  verstirkte
Fibroseentwicklung (80, 81, 83), Hepatokarzinogenese (84, 85), Nichtansprechen auf IFN-
Ribavirin-Kombinationstherapie (80) sowie Nichtansprechen auf IFN-Monotherapie (81, 86-93).

Die Aussagekraft dieser Korrelationen ist strittig; so fanden Ryder et. al. (94) keine Korrelation
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zwischen hepatischem Eisengehalt und Fibroseentwicklung. Guyader et. al. (95) fanden sie nur
bei univariater, nicht aber nach multivariater Analyse. Bassett (78) zufolge hétten in den Studien,
in denen hepatischer Eisengehalt tatsdchlich gemessen und nicht bloB geschétzt worden wire,
keine Korrelationen zwischen hepatischem Eisengehalt und Therapieansprechen beschrieben
werden konnen.

Dartiber hinaus sei unklar — eine Korrelation zwischen erhhtem hepatischem Eisengehalt sowie
verstirkter Entziindungsaktivitit und Fibroseentwicklung angenommen — ob erhdhter
hepatischer Eisengehalt Mitursache oder Nebenprodukt verstirkter Entziindungsaktivitdt und

Fibroseentwicklung sei (78).

1.2.2 Phlebotomie und CHC-Therapieerfolg

Aus den — wenn auch strittigen — Korrelationen zwischen hepatischer Eiseniiberladung und
diversen CHC-Verlaufsparametern erwuchs die Hypothese, dass Interferon-Therapien
vorausgehende Eisen-Entzugs-Therapien die Wahrscheinlichkeit eines Therapieansprechens
erhohen konnten (75). Eine Meta-Analyse von sechs prospektiven, randomisierten, kontrollierten
Studien kam zu dem Schlul}, dass Phlebotomien die Wahrscheinlichkeit erhohten, SVR zu
erreichen; fiinf der ausgewerteten Studien bezogen sich auf IFN-Monotherapien, nur eine Studie
bezog sich auf IFN-Ribavirin-Kombinationstherapien (79). Zur Bestitigung des Fazits wurden
sowohl von den Autoren als auch von anderer Seite weitere Studien mit differenzierterem Design

gefordert (78, 79).

1.2.3 Mechanismus der Eisentiberladung bei CHC

Der Mechanismus hepatischer Eiseniiberladung bei chronisch HCV-Infizierten ist nicht geklért —
es existieren jedoch zwei sich nicht ausschlieBende Erklarungsversuche (96, 97).

Beobachtungen an Transgen-Méusen, die das HCV-Polyprotein exprimieren, ergaben im
Unterschied zu Beobachtungen an Kontroll-Mausen folgendes: erh6hte Leber- und Serum-Eisen-
Konzentrationen, verminderter Milz-Eisen-Gehalt, verringerte hepatische Hepcidin-Expression,
verstirkte Expression von Ferroportin in Leber, Duodenum und Milz, herunterregulierte
Hepcidin-Promotor-Aktivitit sowie erhohte Konzentrationen an ROS (Reactive Oxygen
Species). Folgende Regelkreis-Fehlfunktion wird vermutet: HCV induziere eine Erh6hung von
ROS, vermehrt vorliegende ROS inhibierten die Hepcidin-Expression, durch gleichzeitig erhdhte
Ferroportin-Expression in Milz und Duodenum kéme ein erhohter Serum-Eisen-Gehalt zustande;
wieso dieser erhohte Serum-Eisen-Gehalt bei erniedrigter Hepcidin-Expression und erhohter

hepatischer Ferroportin-Expression (sprich erhohtem Eisenexport aus Hepatozyten) zu erhhtem
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Eisengehalt in Hepatozyten fiihre, bleibt unklar. Erklarend wird vermutet, dass die Ferroportin-
Expression in der Leber weniger stark ansteige als die in Milz und Duodenum (96).
Dem zweiten Erkldrungsmodell folgend erhoht Eisen die Translation der HCV-RNA mit Hilfe

von zelleigenen Proteinen (97). Die Signalkette ist jedoch auch in diesem Fall nicht geklért.
1.3 Ferroportin

1.3.1 Erstbeschreibungen

Das Ferroportin-Gen wurde von drei voneinander unabhidngigen Forschungsgruppen erstmals im
Februar und Juni 2000 beschrieben (98-100); das exprimierte Protein wurde IREGI,
Ferroportinl bzw. MTP1 genannt und sein Vorkommen in folgenden Geweben vermerkt: im
unreifen und reifen Retikuloendothelialen System, auf basolateralen Membranen duodenaler
Epithelzellen, auf der basolateralen Oberfliche plazentirer Synzytiotrophoblasten sowie in
Muskel- und ZNS-Zellen des Embryo. Seine Uberexpression fiihre zum Absinken Zytosolischer
Eisen- und Ferritin-Werte (98-100).

1.3.2 Gen und Protein
Das Ferroportin-Gen wurde im humanen Genom auf dem Chromosom 2q32 lokalisiert (101). Es
beinhaltet 8 Exone mit einer Gesamt-Transkriptionslinge von 3429 Basenpaaren

(http://www.ensembl.org (ENSG00000138449)). Eine Promotorsequenz wurde noch nicht

beschrieben. Allerdings wird von einer Sequenz im 5'-UTR Bereich der nicht translatierten
cDNA angenommen, dass sie ein IRE (Iron Responsive Element) darstelle (100).

Das vom Ferroportin-Gen kodierte Protein hat eine Lidnge von 571 Aminosduren (98). Es ist
multimerisch (102), zellmembranstindig und weist 9 Transmembrandominen auf. Sein

geschitztes Molekulargewicht betragt 62542 Dalton (http://www.hprd.org (ferroportin 1)).

i 1] |
Bl R HU%

Abb. 1: Darstellung der GroRenverhéltnisse von translatierten und nichttranslatierten Bereichen des Ferroportin-
Gens; gelbe Blocke: translatierte Bereiche; Rest: nichttranslatierte Bereiche

1.3.3 Funktion
Dem heutigen Kenntnisstand nach ist das Ferroportin-Protein ein zellmembranstindiges Protein

und der einzige Exporter intrazelluldren Eisens in den Extrazellularraum (103). Im Rahmen von
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systemischen Eisen-Homoostase-Modellen spielt es somit eine zentrale Rolle, da diese
postulieren, dass die Anpassung an Verdnderungen des systemischen Eisenbedarfs durch
Anderungen des Eisenexports erfolgt; Anderungen des Eisenimports hingegen dienten der

Anpassung an Veridnderungen im lokalen Eisenbedarf (104).

1.3.4 Steuerung des Eisenexports
Es wird angenommen, dass das Ausmal} der Eisensekretion Ferroportin-exprimierender Zellen
von zwei Faktoren bestimmt wird: von der Lokalisation der Zelle und vom Ausmal} der

Sekretion des Leber-Peptidhormons Hepcidin (105).

Hepcidin
Hepcidin - 2001 erstmals beschrieben (106) — wird gegenwirtig als vermutlich das zentrale

Steuerungselement der Eisen-Homoostase betrachtet (103). Von Hepatozyten sezerniert gelangt
es in das Plasma und bindet von hier aus an zellmembranstindiges Ferroportin. Der entstandene
Komplex wird per Endozytose aufgenommen und lysosomatisch abgebaut; der Eisenexport
Ferroportin-exprimierender Zellen nimmt ab (105).

Es wird vermutet, dass vermehrter systemischer Eisenbedarf die Hepcidin-Sekretion verringert,
und so den Eisenexport aus Ferroportin-exprimierenden Zellen steigert. Umgekehrt wird
angenommen, dass systemischer Eiseniiberschuss zu vermehrter Hepcidin-Sekretion und somit
vermindertem Eisenexport aus Ferroportin-exprimierenden Zellen fiihrt (104).

Auch Entziindungen fiihrten zu vermehrter hepatischer Hepcidin-Ausschiittung und
vermindertem Ferroportin-vermittelten Export intrazellularen Eisens (105, 107).

Die molekularen Mechanismen, mit denen die Hepcidin-Expression kontrolliert wird, sind

groBtenteils noch unklar (108).
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Abb. 2: Steuerung des Exports intrazellularen Eisens durch die Interaktion von Ferroportin, Hepcidin und
systemischem Eisenbedarf. Beispielzelle: Enterozyt.

Zell-Lokalisation
Das AusmalBl der Expression von Ferroportin scheint abhéngig von der Lokalisation der

exprimierenden Zelle zu sein: Am stérksten wird Ferroportin von reifen Enterozyten, plazentiren
Synzytiotrophoblasten und Makrophagen exprimiert (109).

Im Darm korreliert die Ferroportin-Expression fast ausnahmslos mit der Bioverfiigbarkeit von
Eisen: im Duodenum sind beide am hdchsten, in Jejunum und Ileum fast nicht festzustellen; die
Ausnahme bildet das Kolon, in dem Eisen als nicht bioverfiigbar angenommen, Ferroportin
jedoch maBig exprimiert wird (109).

Bei den Makrophagen, die Ferroportin besonders stark exprimieren, handelt es sich um Pulpa-
Makrophagen der Milz, Kupfersternzellen der Leber sowie Knochenmarks-Makrophagen; all
diese Zellen recyclen Eisen aus dem Hamoglobin phagozytierter Erythrozyten (109, 110).

Organe, in denen eine méBige Ferroportin-Expression beschrieben wurde, sind Niere, Lunge (98)
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sowie Muskel und ZNS des Embryo (100). Die Funktion von Ferroportin in diesen Organen ist
noch unklar (109).

1.3.5 Transportertyp

Die Energiequelle fiir den Eisenexport via Ferroportin ist bisher nicht identifiziert — auch ist
nicht geklart, ob es sich bei Ferroportin um einen Austausch- oder Kotransporter handelt (109).
Unklar ist ebenfalls, welche Eisenform mittels Ferroportin transportiert wird; als
wahrscheinlicher wird angenommen, dass Ferroportin zweiwertiges statt dreiwertiges Eisen
transportiert; Eisen(IIl) ist praktisch unloslich, sein Transport nur bei Anwesenheit eines
Chelators moglich; Eisen(II) andererseits ist das Eisen mit der hochsten Bioverfiigbarkeit und es

gibt Hinweise, dass das zytosolische Eisen Eisen(II) sei (109, 111).

1.3.6 Synonyme und Abklrzungen

Zur Bezeichnung des Ferroportin-Gens und des von ihm exprimierten Proteins existiert eine
Reihe synonymer Abkiirzungen und Namen: SLC11A3 (Solute Carrier Family 11, Member A3),
SLC40A1, SLC40, FPN1 (Ferroportinl), MTP1 (Metal Transporter Protein 1), IREG1 (Iron
Regulated Transporter 1), HFE4. Die zur Zeit gingigste Bezeichnung fiir Gen und Protein ist

Ferroportin.

1.3.7 Hdmochromatose Typ IV

Als Héamochromatose Typ IV wird eine seltene, autosomal dominante Form der
Hamochromatose bezeichnet, die auf Mutationen im Ferroportin-Gen zuriickgefiihrt wird (112-
117). Patienten mit Typ IV Hidmochromatose weisen ein anderes klinisches Bild auf als
Patienten mit HFE-mutationsbedingter Himochromatose (109). Im einzelnen wurden folgende
Besonderheiten beobachtet: ein frither Anstieg des Serum-Ferritins bei niedriger bis normaler
Transferrin-Séttigung, eine fortschreitende intrazelluldre FEisenablagerung - vor allem in
retikuloendothelialen Makrophagen, eine gering ausgepragte Andmie und eine niedrige Toleranz
gegeniiber Phlebotomien (118).

Die im Folgenden aufgelisteten, mit Hdmochromatose Typ IV in Verbindung gebrachten
Mutationen wurden im Rahmen dieser Arbeit weder gefunden noch gesucht, da es sich um
seltene Variationen der Gensequenz handelt und die Arbeit nach dem potentiellen Effekt von
hiufigen Sequenzvarianten fragt: Asnl44His (115), Ala77Asp (114), Vall62del (117),
Aspl157Gly, GIn182His, Gly323Val (119), Asp181Val, Gly80Val und Gly267Asp (120).
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Tab. 4: Hdmochromatose-Typen (121, 122)

Krankheits-Bezeichnung Gen Vererbung Phénotyp

Hamochromatose Typ I HFE autosomal rezessiv  parenchymale Eiseniiberladung in Leber,
Pankreas, Herz und Haut;
meist manifestierend als Leberfibrose, -zirrhose
und Diabetes.

Hamochromatose Typ II/  Typ Ila: HIV autosomal rezessiv ~ Manifestation meist vor 30. Lebensjahr;
Juvenile Himochromatose Typ IIb: HAMP oft schwere kardiale und endokrine
Funktionsstérungen ohne hepatische
Manifestation;
schnellerer und schwererer Verlauf als Typ I;
oft letal mit Herzversagen als Todesursache.

Hamochromatose Typ Il  TFR2 autosomal rezessiv ~ dhnlich dem der Typ I Himochromatose
Hamochromatose Typ IV/ Ferroportin autosomal dominant typisch: Eiseniiberladung in Makrophagen,
Ferroportin Disease Anéamie; Leberfibrose in Einzelféllen.

atypisch: Eiseniiberladung in Hepatozyten;
Leberzirrhose in Einzelfallen.

HAMP: Gen, das Hepcidin exprimiert
HJV: Haemojuvelin (Synonym: HFE2)
TFR2: Transferrin Rezeptor 2 (Synonym: HFE3)

Die Hamochromatose Typ | ist die in Europa haufigste hereditdre Hamochromatose-Form. Die Typen II-1V sind
vergleichsweise selten, teils nur durch Fallberichte belegt und mit einer Vielzahl von Mutationen assoziiert; die
meisten dieser Mutationen werden nur in einzelnen Familien nicht aber familienibergreifend in ganzen
Populationen beschrieben (122).

Asnl44His

Ala77Asp Aspl57Gly Gly267Asp

Gly80Val Vall162Del Gly323Val

T T T

5 S S S | N\ — 3¢

1
Aspl81Val
GIn182His

Abb. 3: mit Himochromatose Typ IV assoziierte Mutationen des Ferroportin-Gens
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2 Aufgabenstellung

Die zum gegenwdrtigen Zeitpunkt etablierten medikamentdsen Therapien chronischer HCV-
Infektionen bestehen aus einer Kombination der Wirkstoffe Interferon und Ribavirin. Die SVR-
definierten Ansprechraten dieser Therapien liegen bestenfalls bei > 80 % (Virusgenotypen 2 und
3), schlechtestenfalls bei 40-50 % (Virusgenotyp 1) (51, 54). Diese Ungewissheit in Bezug auf
Therapieerfolg, das Ausmall der Nebenwirkungen und die lange Dauer der Behandlung fiihren
héufig zu Therapieabbriichen bzw. zum Ablehnen erneuter Therapieversuche.

Patientenseitige Priadiktoren der Therapieerfolgswahrscheinlichkeit konnten Erkrankten bei der
Entscheidungsfindung und Behandelnden bei Beratung und individueller Therapiegestaltung
helfen. Genetische Polymorphismen als Pridiktoren von Therapieerfolgswahrscheinlichkeit
konnten idealerweise durch die Analyse ihrer biochemischen Funktion auch zu einer
Verbesserung der Therapie selbst fithren.

Die in der gegenwiértigen Forschung diskutierte Beobachtung, dass hepatischer Eiseniiberschuss
den Verlauf einer CHC aggraviere (75, 76, 78, 79), fithrte zu der Idee, ein den hepatischen
Eisengehalt beeinflussendes Gen auf Polymorphismen hin zu untersuchen und gefundene
Polymorphismen mit Parametern fiir CHC-Therapieverlauf zu korrelieren. Die Wahl fiel auf
Ferroportin — das Gen, das den zurzeit einzig bekannten Exporter intrazelluldren Eisens kodiert.
Diese Arbeit stellt also folgende Frage: Gibt es Polymorphismen im Ferroportin-Gen, die
Vorhersagen iiber die Erfolgswahrscheinlichkeit Interferon-basierter CHC-Therapien erlauben
konnten?

Zur Identifizierung potentiell pradiktiver Polymorphismen im Ferroportin-Gen wurde dieses
zuerst bei 65 Probanden (50 Patienten + 15 Gesunde) sequenziert; von elf beobachteten
Polymorphismen wurden fiinf durch Haplotypenanalyse als haplotypendeterminierend
identifiziert; die Ausprigung dieser Polymorphismen wurde (durch Sequenzierung und
Verwendung von Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen) bei 200 weiteren Patienten
bestimmt; vorliegende Parameter fiir Therapieerfolg wurden dichotomisiert und mit den
Ausprigungen der bestimmten Polymorphismen korreliert. Da es sich bei dieser Arbeit nicht um
eine hypothesenpriifende sondern um eine hypothesengenerierende Untersuchung handelt, wurde

beim statistischen Testen auf eine alpha-Adjustierung verzichtet.
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3 Material und Methoden
3.1 Probanden-Rekrutierung

3.1.1 Berliner Kontrollen

Fiinfzehn klinisch gesunde Mitarbeiter, bei denen weder ein anti-HCV-Antikorper-Test noch
eine HCV-RNA-Bestimmung durchgefiihrt wurde, stellten ihre DNA als Kontroll-DNA zur
Verfiigung.

3.1.2 Berliner Patienten

Zur Suche nach Polymorphismen im Ferroportin-Gen wurden neben den gesunden 15 Kontroll-
Probanden auch 50 CHC-Patienten rekrutiert. Zur Vermeidung eines Bias in Richtung
bestimmter Subgruppen wurden als einzige Einschlusskriterien das Vorliegen einer CHC-
Diagnose und das Vorliegen des schriftlichen Einverstindnisses zur Teilnahme an der Studie
verwendet — Ausschlusskriterien bestanden nicht. Die Patienten-Rekrutierung erfolgte in der
»Studienambulanz Hepatologie des ,,Forschungsbereiches Klinische Hepatologie® der
»Medizinischen Klinik und Poliklinik mit Schwerpunkt Gastroenterologie, Hepatologie und

Endokrinologie® des ,,Campus Charité Mitte* der ,,Charité — Universititsmedizin Berlin®.

3.1.3 Tubinger Patienten

Die folgenden Kriterien beziehen sich auf die Rekrutierung von Patienten fiir die Phase-III-
Studie ,,Kombinationsbehandlung der chronischen Hepatitis C mit Consensus-Interferon und
Ribavirin - Therapieoptimierungsversuch®; die Patienten wurden durch die Spezialambulanz
,»Chronische Virushepatitis“ der Arbeitsgruppe ,,Chronische Hepatitis* der Abteilung ,Innere
Medizin 1, Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie® des ,,Universitéitsklinikums
Tibingen* rekrutiert. Die Rekrutierung erfolgte im Zeitraum Februar 2000 bis Mirz 2001. Die
DNA von 200 rekrutierten Patienten wurde der Arbeitsgruppe Schmidt zur Verfligung gestellt.

Einschlusskriterien
- Positiver anti-HCV-Test

- Positiver HCV-RNA-Nachweis
- Chronizitit der HCV-Infektion
- Therapienaivitit: d. h. eine Interferon-Mono- oder Interferon-Ribavirin-Kombinations-

therapie wurde noch nicht durchgefiihrt
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- GPT tiber dem Normbereich
- Alter 18-60 Jahre
- Bereitschaft fiir die Dauer der Therapie und 6 Monate danach Antikonzeption

durchzufithren

Ausschlusskriterien
- Leberzirrhose Child B und C

- Serumkreatinin > 1,7 mg/dl

- Leukozytopenie < 2.500/ml

- Thrombozytopenie < 100.000/ml

- Hb-Ausgangswert < 12 g/dl

- Autoimmunerkrankungen

- Nicht HCV-bedingte chronische Lebererkrankungen

- HBsAg positiv

- Schwangerschaft, Schwangerschaftswunsch oder Stillperiode

- Malignom oder andere schwere Grund- oder Begleiterkrankung

- Alkoholabusus

- Fortgesetzter Drogenabusus

- HIV-Infektion

- Eingeschrinkte Geschiftsfahigkeit oder eingeschrinkte Einwilligungstahigkeit
- Manifeste oder latente Depression oder andere psychiatrische Krankheit

- Therapie mit Immunsuppressiva oder Inmunmodulatoren

3.2 Ethikvotum
Die Ethikkommission Berlin beschied den Antrag ,,Genetische Untersuchung von Response

Genen bei Patienten mit chronischer Hepatitis C* am 08.07.2004 positiv.

3.3 Material

3.3.1 Blutproben

Die an der Untersuchung beteiligten Patienten wurden in Kooperation vom
,uUniversititsklinikum Tiibingen* und der ,,Charité — Universitidtsmedizin Berlin®“ geworben. Sie
wurden in der jeweiligen Klinik informiert, wo ihr schriftliches Einverstindnis eingeholt und
thnen Blut abgenommen wurde. Die Isolierung der DNA der Patienten aus Tiibingen erfolgte vor

Ort durch die dortige Arbeitsgruppe. Die bei +4 °C gekiihlten 9ml-EDTA-Monovetten der
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Patienten der Charité wurden dem Labor der Arbeitsgruppe Schmidt zugestellt und dort wie im

Methoden-Teil dieser Arbeit beschrieben weiterverarbeitet.

3.3.2 Gerate

Gefrierschrank (Sanyo, Miinchen)
Zentrifugen (Heraeus, Hanau; Roth, Karlsruhe)
Pipetten (Eppendorf, Hamburg)

Vortex-Gerite (Scientific Industries, Bohemia, New York, USA; Heidolph Instruments,
Schwabach)

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)

Thermocycler (Biometra, Gottingen)

Analysewaage (Sartorius, Gottingen)

Magnetriihrer (Heidolph Instruments, Schwabach;Variomag, Daytona Beach, Florida, USA)
Thermometer (Amarell, Kreuzwertheim)

Power Supply (Biometra, Gottingen)

Elektrophoresekammer (Owl Separation Systems, Wiesbaden; Bio-Rad, Miinchen; Biometra,

Gottingen)

Riittler (Biometra, Géttingen)

Transilluminator (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich)
Kameras (Polaroid, Dreieich)

ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt)

3.3.3 Chemikalien

QIAamp™ DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden)
Ethanol (100 %) (Merck, Darmstadt)

HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen, Hilden)

Primer (Qiagen, Hilden; MWG-Biotech, Ebersberg)
HPLC-H,O

TAE-Puffer (Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire, UK)

TBE-Puffer (Roth, Karlsruhe)
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=  Agarose (Abgene, Hamburg)

» Elektrophoreseauftragspuffer (Roth, Karlsruhe)

= DNA-Marker (Roth, Karlsruhe)

= SYBR Green (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)
= QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

= BigDye” Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems,
Darmstadt)

= DyeEx"™ 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden)

= AbiPrism® Template Suppression Reagent (Applied Biosystems, Darmstadt)
= Restriktionsendonukleasen (New England BioLabs, Frankfurt a. M.)

* NEBuffer (New England BioLabs, Frankfurt a. M.)

= 25 mM MgCl, (Qiagen, Hilden)

= Purified BSA (New England BioLabs, Frankfurt a. M.)

= dNTPs (Qbiogene, Heidelberg)

= 10x PCR Buffer 15 mM MgCl, (Roche, Mannheim)

» HotStarTaq (Qiagen, Hilden)

3.3.4 Software
SPSS Version 15.0.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)

3.4 Experimentelle Methoden

3.4.1 DNA-Isolierung

Prinzi

DNA pbeﬁndet sich in Zellkernen. Um sie zu isolieren, miissen kernhaltige Zellen gewonnen
werden — in ausreichender Menge und Konzentration. IThre Membranen ebenso wie die ihrer
Kerne werden lysiert, um aus dem anschlieBend vorliegenden Gemisch aus Lysereagenzien und
Bestandteilen lysierter Zellen und Zellkerne die DNA heraustrennen zu koénnen. Das
Lyseprodukt wird durch Sdulen zentrifugiert, an deren Matrix die DNA adsorbiert und adsorbiert
bleibt, wiahrend die {ibrigen in der Sdule hdangen gebliebenen Bestandteile des Lyseproduktes in
zwei Waschgiingen mit unterschiedlichen Waschpuffern aus der Séule eluiert werden. Auch

wihrend des folgenden Auszentrifugierens von Waschpufferresten aus der Sdule bleibt die DNA
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an der Sdulenmatrix adsorbiert. Erst durch einen Elutionspuffer wird die Bindung an die
Sdulenmatrix gelost. Gelost im Elutionspuffer wird die DNA schlieflich aus der Séule

herauszentrifugiert und liegt in dieser Losung letztlich zur weiteren Verwendung vor.

Detail
Als kernhaltige Zellen wurden Leukozyten gewidhlt. Gewonnen wurden sie durch vendse

Blutentnahme, konzentriert durch Zentrifugation der Blutprobe. Fiir die Arbeitsschritte von der
Lyse bis zur Elution wurde das QIAamp™ DNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen verwendet.
Die bei +4 °C gelagerten EDTA-Blutproben wurden auf Raumtemperatur erwdrmt und
anschlieBend mit 2.800 rpm 10 min. zentrifugiert. Hierdurch trennten sich sichtbar drei Phasen
voneinander: eine breite obere — klar und zellarm — eine breite untere — dunkel und
erythrozytenreich — und eine schmale mittlere — milchig und leukozytenreich. Der
leukozytenreichen so genannten Interphase, dem so genannten ,,Buffy-Coat*“ wurden 250 pl
entnommen; zur Lyse der die DNA umschlieBenden Membranen von Leukozyten und
Leukozytenkernen wurden die der Interphase entnommenen 250 pl in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal3 ziigig mit 25 pl Protease und 250 pl Puffer AL versetzt, gevortext und bei 56 °C
10 min. inkubiert. Puffer und Temperatur sollten die optimale Aktivitét der lysierenden Protease
ermoglichen.

Kam es vor oder wiahrend der Zentrifugation zu einer Himolyse, kam es nicht zu der sichtbaren
Drei-Phasen-Bildung. In diesem Fall wurden dem Zentrifugat 250 ul auf der Hohe des Gefal3es
entnommen, auf der andernfalls die Interphase erwartet worden wire. Diese 250 pul wurden
ebenso weiterbehandelt wie die dem ,,Buffy-Coat™ entnommenen.

Nach der 10miniitigen Inkubation fillte man die DNA wie folgt: Nach kurzem Anzentrifugieren
wurden dem Ansatz 250 pl Ethanol (100 %) zugegeben und das Gemisch wurde gevortext, bis es
homogen schien. Es wurde nun auf eine so genannte ,,Spin Column* pipettiert und in dieser bei
8.500 rpm 1 min. zentrifugiert. Blieb nach dem Zentrifugieren Fliissigkeit iiber dem Filter der
»3pin Column® stehen, so wurde erneut zentrifugiert: 1 min. bei 12.000 rpm. Nach diesem
Zentrifugieren eventuell noch iiber dem Filter verbleibender Ansatz wurde abpipettiert und
verworfen. Spédtestens nach diesem Arbeitsschritt wurde die ,,Spin Column® in ein frisches
,Collection Tube* iiberfiihrt, mit 500 pl Waschpuffer AW1 versetzt und bei 8.500 rpm 1 min.
zentrifugiert. Anschlieend wurde die ,,Spin Column* wiederum in ein neues ,,Collection Tube*
iiberfithrt, mit 500 pl Waschpuffer AW2 versetzt und mit 13.000 rpm 3 min. zentrifugiert.
SchlieBlich wurde die ,,Spin Column® in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt und es wurden 200

ul Elutionspuffer AE auf den Filter gegeben. Nach friihestens 1 min. Inkubation wurde die ,,Spin
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Column® bei 9.000 rpm 1 min. zentrifugiert und die zuvor an der Filtermatrix adsorbierte DNA -
gelost im Elutionspuffer AE — im Reaktionsgefd3 aufgefangen.

Zur langfristigen Lagerung wurde die im Elutionspuffer geloste DNA bei -20 °C eingefroren.
Die mittelfristig fiir die PCR benétigte Menge geldster DNA wurde bei +4 °C aufbewahrt.

3.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Prinzi

Damitp ein bestimmter Abschnitt der DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese oder
Sequenzierung indirekt sichtbar gemacht werden kann, muss er vielfach vorliegen. Die PCR
dient der Vervielfachung eines bestimmten DNA-Abschnittes.

Ein PCR-Reaktionsansatz enthilt isolierte DNA, ein so genanntes Primerpaar (Vorwirts- und
Riickwiértsprimer), eine DNA-Polymerase, Nukleotide, sowie Zusétze, die die notige Aktivitdt
der Polymerase gewihrleisten sollen.

Eine PCR ist die zyklische Wiederholung der Reaktionen Denaturierung, Annealing und

Elongation:
1. Denaturierung: Der Ansatz wird bis zu einer Temperatur erhitzt, bei der sich die

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden komplementiren DNA-Stringen aufldsen.
Die komplementdren DNA-Stringe 16sen sich voneinander und liegen jetzt einzeln vor.
2. Annealing: Der Ansatz wird nun auf eine Temperatur abgekiihlt, bei der sich zwischen den
einzeln vorliegenden DNA-Stringen und den Primern Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.
Es entstehen Hybride. Die Annealing-Temperatur ist spezifisch fiir die verwendeten Primer und
muss empirisch ermittelt werden.
Exkurs Primer: Primer sind Oligonukleotide, die in ihrer Basenabfolge komplementér zu
Anfang und Ende eines zu vervielfachenden DNA-Abschnittes sind: Der Vorwirtsprimer ist
komplementdr zum Anfang des DNA-Abschnittes, gelesen vom 3'- zum 5'-Ende der
antisense-DNA; der Riickwirtsprimer ist komplementdr zum Ende des DNA-Abschnittes,
gelesen vom 3'- zum 5'- Ende der sense-DNA.
Nach dem Annealing liegen zwei Arten von Makromolekiilen vor: Hybride aus sense-DNA und
Riickwértsprimern sowie Hybride aus antisense-DNA mit Vorwirtsprimern.
3. Elongation: Nach dem Annealing wird der Reaktionsansatz auf eine Temperatur erhitzt, bei
der die Polymerase idealerweise optimal aktiv wére. Die Polymerase bindet Nukleotide an die 3'-
Enden von Primern, die mit DNA-Stringen hybridisiert sind; dabei werden Nukleotide
»angebunden®, die komplementir zum jeweils ,,gegeniiberliegenden* Nukleotid des DNA-

Stranges sind, an den der Primer gebunden ist.
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Nach Beendigung des Elongationsschrittes liegt erneut doppelstrangige DNA vor.

Am Ende des ersten PCR-Zyklus liegen folgende zwei Typen von DNA-Molekiilen vor:

1. Hybride aus kompletter sense-DNA und inkompletter antisense-DNA. Die antisense-DNA ist
inkomplett, da sie erst mit dem ersten Nukleotid des Riickwértsprimers beginnt.

2. Hybride aus kompletter antisense-DNA und inkompletter sense-DNA. Die sense-DNA ist
inkomplett, da sie erst mit dem ersten Nukleotid des Vorwértsprimers beginnt.

Durchlaufen diese Produkte des ersten PCR-Zyklus einen weiteren PCR-Zyklus, so entstehen
zusétzlich folgende Molekiile:

1. Sense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Vorwirtsprimers beginnt und mit dem
Nukleotid endet, das komplementdr zum ersten Nukleotid des Riickwirtsprimers ist. Daran
gebunden ist antisense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Riickwértsprimers anfangt.

2. Antisense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Riickwértsprimers beginnt und mit dem
Nukleotid endet, das komplementdr zum ersten Nukleotid des Vorwirtsprimers ist. Daran
gebunden ist sense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Vorwirtsprimers anfangt.

Erst nach dem dritten PCR-Zyklus liegen auch doppelstringige Kopien eines durch das
Primerpaar definierten DNA-Abschnittes vor:

Sense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Vorwértsprimers anfangt und mit dem Nukleotid
aufhort, das komplementir zum ersten Nukleotid des Riickwiértsprimers ist. Daran gebunden eine
komplementire antisense-DNA, die mit dem ersten Nukleotid des Riickwértsprimers anfangt und
mit dem Nukleotid aufhort, das komplementir zum ersten Nukleotid des Vorwértsprimers ist.
Die Vervielfiltigung eines bestimmten DNA-Abschnittes findet erst nach dem dritten PCR-
Zyklus statt.

Die PCR wird in einem programmierbaren Temperaturwechselgerdt (Thermocycler)
durchgefiihrt.

Eine Beschreibung der Polymerase-Kettenreaktion wurde 1985 von Kary Mullis verdffentlicht,
der fiir die von ihm entwickelte Methode 1993 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde.
Anfanglich wurde die PCR mit der DNA-Polymerase aus Escherichia (E.) coli durchgefiihrt,
heutzutage wird eine Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
verwendet, die so genannte Taqg-Polymerase. Dieses hitzestabile Enzym kann dem
Reaktionsansatz bereits vor der ersten Denaturierungsphase in fiir alle Zyklen ausreichender

Menge zugegeben werden.
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Detail

Die verwendeten Reaktionsansidtze, Thermocycler-Programme, Primer und Annealing-

Temperaturen sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tab. 5: Bei PCRs verwendete Primer, Reaktionsanséatze, Thermocycler-Programme und Annealing-Temperaturen;
Fragmentgréfien (=Grolen der PCR-Produkte); die Primer sind jeweils vom 5'- zum 3'-Ende notiert.

Vorwarts- Rickwaérts- Fragment- Reaktions- Thermocycler- Annealing-

PCR . . 2
Primer Primer Grofe Ansatz Programm Temperatur

Slc11a3 Exon 1  ccccgactcggtataa agagccacattcctccagaa 498 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
gage

Slc11a3 Exon 1A agtcggaggtcgecag —gctctegetgaggtgcttgt 339 Bp Nr. 1 Nr. 1 64 °C
gga

Slc11a3 Exon 1B ccgcettccataaggettt agcagagccacattccteca 329 Bp Nr. 1 Nr. 1 63,5 °C
gc

Slc11a3 Exon 2  cgtggtttgtcctgecaa tcatggggaaagatcttcgat 367 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
agt

Slc11a3 Exon3  catctgagcagtattca tcctagtttgttgtttcctttge 400 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
atctaagag

Slcl1a3 Exon4  ggtgtgatectctgggt agcttcaaageattttcatce 379 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
tgt

Slcl1a3 Exon 5  ggttaggacattatgcc cctcatttatcaccaccgatt 395 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
cattg

Slc11a3 Exon 6  agtgggacttgaccca tcttcaccaacatttaaggtct 490 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
aaca ga

Slcl11a3 Exon 7A  ccttggetggaattctta cgacgtagccaagtaaaage 500 Bp Nr. 1 Nr. 1 58 °C
gat

Slc11a3 Exon 7B ggactgagtggttccat catttagggaacatttcagatc 596 Bp Nr. 1 Nr. 1 58 °C
cct a

Slc11a3 Exon 8  tgtgatttgaaatgtatg acacccagccatttattgga 466 Bp Nr. 1 Nr. 1 60 °C
cctgta

HFE H63D acatggttaaggectgt gccacatctggettgaaatt 208 Bp Nr. 2 Nr. 2 55°C
tge

HFE C282Y tggcaagggtaaacag ctcaggcactcctctcaacc 387 Bp Nr. 2 Nr. 2 55°C
atcc

PMS8 PCR1 agtgggacttgaccca tcttcaccaacatttaaggtct 490 Bp Nr. 3 Nr. 1 60 °C
aaca ga

PMS8 PCR2 GGTATCCATG ftcttcaccaacatttaaggtct 185 Bp Nr. 4 Nr. 1 60 °C
TGCGTGGAaT ga

Reaktionsansatz 1

HotStarTaq Master Mix 25,0 pl

Vorwiértsprimer 0,6 ul

Riickwartsprimer 0,6 pul

HPLC-H,0 22,8 ul

DNA 1,0 ul
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Reaktionsansatz 2

HPLC-H,O 24,6 ul
10x PCR Buffer 15 mM MgCl, 3,0 ul
dNTPs 0,6 pl
Vorwirtsprimer 0,3 ul
Riickwirtsprimer 0,3 ul
HotStarTaq 0,2 ul
DNA 1,0 ul
Reaktionsansatz 3

HotStarTaq Master Mix 25,0 ul
Vorwirtsprimer 0,3 ul
Riickwirtsprimer 0,3 ul
HPLC-H,O 22,8 ul
DNA 1,0 ul
Reaktionsansatz 4

HotStarTaq Master Mix 25,0 pl
Vorwiértsprimer 0,6 pl
Riickwértsprimer 0,6 pl
HPLC-H,0O 22,8 pl
25 mM MgCl, 1,8 ul

PCR1-Produkt

0,05 pl (sic!)

Thermocycler-Programm 1

Heizdeckel-Temperatur
1. Vor der Denaturierung
2. Denaturierung

3. Annealing

4. Elongation

5. Finale Elongation

6. Kiihlung

105 °C

95 °C, 15 min.

95 °C, 30 sec.

Temperatur siche Tab. 5, 1 min.
72 °C, 45 sec.

72 °C, 5 min.

4 °C, ohne zeitliche Begrenzung

Anzahl der Zyklen (d. h. Wiederholung der Schritte 2. - 4.): 30
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Thermocycler-Programm 2

Heizdeckel-Temperatur 105 °C

1. Vor der Denaturierung 92 °C, 5 min.

2. Denaturierung 92 °C, 1 min.

3. Annealing Temperatur siche Tab. 5, 1 min.
4. Elongation 72 °C, 1 min. 30 sec.

5. Kiihlung 4 °C, ohne zeitliche Begrenzung

Anzahl der Zyklen (d. h. Wiederholung der Schritte 2. - 4.): 35

3.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zweck und Prinzip
Zur Kontrolle einer PCR und zur Auswertung eines Verdaus wird eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgefiihrt. PCR- und Verdau-Produkte werden im Folgenden
zusammenfassend als Reaktionsprodukte bezeichnet.

Die Reaktionsprodukte werden gemischt mit einem Auftragspuffer in die Slots eines starren
Agarose-Gelblockes gegeben. Der Gelblock befindet sich in einer Elektrophoresekammer, die
mit einem Puffer gefiillt ist. Dieser bedeckt den Gelblock komplett und schafft so eine das Gel
mit einbeziehende elektrische Leitung zwischen Kammeranode und -kathode. Es wird eine
Spannung an die Kammer angelegt, die bewirkt, dass die Reaktionsprodukte mit einer
bestimmten Geschwindigkeit in einer bestimmten Richtung durch das Gel wandern: Je kleiner
ein Molekiil ist, umso schneller durchwandert es die Poren des Agarose-Gels; die Nettoladung
des Molekiils bestimmt, ob es sich von der Anode zur Kathode oder in umgekehrter Richtung
bewegt; DNA-Molekiile sind anionisch: Sie wandern zur Kathode.

Wiéhrend PCR- und Verdau-Produkte farblos sind, enthdlt der Auftragspuffer einen Farbstoff,
der es ermoglicht, die Wanderung der Reaktionsprodukte durch das Gel zu verfolgen und die
Elektrophorese zu beenden, bevor die Reaktionsprodukte aus dem Gel austreten.

Nach beendeter Elektrophorese wird der Gelblock in ein Farbebad gegeben, das einen mit der
DNA interkallierenden, unter UV-Bestrahlung fluoreszierenden Farbstoff enthilt; dieser wird auf
einem Transilluminator sichtbar gemacht - der Gelblock wird zu Dokumentationszwecken
fotografiert.

Neben den Reaktionsprodukten wird in dem Gelblock stets ein so genannter DNA-Marker
elektrophoretisch aufgetrennt; dieser Marker ist ein Gemisch von DNA-Fragmenten bekannter

Lange. Der Vergleich der Banden der Reaktionsprodukte mit denen des Markers erlaubt es, die
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GroBe der in den Produkten enthaltenen DNA-Fragmente zu beurteilen und zu sehen, ob

iiberhaupt Fragmente, Fragmente erwarteter oder solche unerwarteter Lange produziert wurden.

Detall
Herstellung des Agarose-Gelblockes: Agarose wurde in TBE- oder TAE-Puffer aufgeldst, so

dass eine 2%ige LoOsung entstand. Diese wurde in einer Mikrowelle erhitzt und so oft
aufgekocht, bis eine klare, homogene, schlierenfreie Fliissigkeit vorlag. Diese wurde auf einem
Magnetriihrer auf ca. 58 °C abgekiihlt und ziigig in eine Gelblock-Form gegossen, die Kdimme
fiir Slots der gewliinschten GroBe enthielt. Eventuell beim Gieflen entstandene Luftblasen und
Schlieren wurden sofort entfernt. Das erstarrte Gel wurde mit demselben Puffer begossen, aus
dem es hergestellt worden war — TAE oder TBE.

Elektrophorese: 5 ul Reaktionsprodukt wurden mit 1 pl Auftragspuffer vermischt in je einen Slot
gegeben; 4 ul DNA-Marker wurden ohne Auftragspuffer in einen Slot pro Gelblock gegeben. Je
nach GroBe der verwendeten Kammer wurde eine Spannung zwischen 90 V und 130 V angelegt.
Die Dauer der Elektrophorese war abhingig von der angelegten Spannung, der Grofe der
kleinsten relevanten Fragmente und der Strecke, die diese maximal im Gel durchwandern
sollten. Sie lag zwischen 30 min. und 2 h.

Féarbung: In einer Dunkelkammer wurde das Gel fiir mindestens 25 min. und mdglichst nicht
langer als 2 h in einem Sybrgreenbad auf einen Riittler getan. Das Sybrgreenbad bestand aus
demselben Puffer, der bei der Herstellung des Gelblockes verwendet worden war (TAE oder
TBE) sowie dem Farbstoff SYBR Green. Das Mengenverhiltnis betrug 50 ml Puffer + 5 pl
SYBR Green.

Auswertung: Der gefiarbte Gelblock wurde auf einem Transilluminator bei einer Wellenldnge

von 320 nm betrachtet und mit einer Polaroidkamera fotografiert.

3.4.4 Aufreinigung des PCR-Produktes

Zweck
Die Sequenzierung eines Abschnittes DNA erfolgt anhand von modifizierten Kopien und

Teilkopien eines der beiden komplementiren Stringe zu untersuchender DNA (modifizierte
Teilkopien und Kopien werden in diesem Kapitel zusammenfassend Fragmente genannt). Die
Verwendung von Fragmenten beider Stringe innerhalb eines Sequenzierungsansatzes fiihrt zu
unauswertbaren Ergebnissen. Hergestellt werden die Fragmente unter Verwendung von DNA-
Abschnitts-Kopien und eines der beiden Primer — entweder des Vorwirts- oder des

Riickwartsprimers. Ein PCR-Produkt enthédlt neben den DNA-Abschnitts-Kopien allerdings
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beide Primer — den Vorwirts- und den Riickwértsprimer. Um das PCR-Produkt auf dem Weg zur
Sequenzierung weiterverwenden zu kdnnen, miissen alle Primer einer Richtung — oder leichter —
tiberhaupt alle Primer aus ihm entfernt werden. Diesen Vorgang nennt man Aufreinigung des

PCR-Produktes.

Prinzip

Bindung

Das PCR-Produkt wird mit einem Puffer versetzt und vermischt, der dem Gemisch
optimalerweise einen pH von < 7,5 geben sollte und chaotropische Salze in hoher Konzentration
enthdlt. Die Mischung aus PCR-Produkt und Puffer wird auf die Silikon-Membran einer
Zentrifugationssdule gegeben. Die chaotropischen Salze filhren zu einer Denaturierung der
DNA, die bei einem pH von < 7,5 in optimaler Menge an der Silikon-Membran adsorbiert.

Waschung und Trocknung

In einem ersten Zentrifugationsschritt wird ein Teil von Puffer und nicht-adsorbiertem PCR-
Produkt aus der Silikon-Membran herauszentrifugiert. AnschlieBend wird ein ethanolhaltiger
Waschpuffer auf die Membran gegeben und die Sdule erneut zentrifugiert, wobei idealerweise
alle Bestandteile des PCR-Produktes mit Ausnahme der an der Membran adsorbierten DNA aus
der Membran herausgewaschen werden. Das Ethanol im Waschpuffer dient insbesondere dem
Entfernen der chaotropischen Salze aus dem Bindungspuffer. In der Membran verbliebene Reste
des Waschpuffers wiederum werden in einem folgenden Zentrifugationsschritt, der auch als
Trocknung bezeichnet wird, aus der Membran entfernt.

Elution

Der Bindung, Waschung und Trocknung folgt als letzter Schritt die Elution: Ein Elutionspuffer
wird auf die Silikon-Membran gegeben; es folgen eine mindestens einminiitige Inkubation und
ein letzter Zentrifugationsschritt. Wahrend der Inkubation des Elutionspuffers in der Silikon-
Membran wird die Adsorption der DNA an die Membran aufgehoben, die DNA 16st sich im
Elutionspuffer und wird schlieBlich zusammen mit ithm aus der Membran heraus in ein
Auffanggefall zentrifugiert. Der Elutionspuffer hat eine duferst niedrige Salzkonzentration und
idealerweise einen pH zwischen 7,0 und 8,5. Dies und eine ausreichend lange Inkubation sind

die Voraussetzungen einer optimalen Elution.

Detail
Zur PCR-Aufreinigung verwendet wurde das QIAquick“PCR Purification Kit der Firma Qiagen.

Bindung: 45 ul PCR-Produkt wurden mit 175 ul PB Puffer versetzt, vermischt und mittig auf die

Membran der Zentrifugationssidule gegeben.
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Waschung und Trocknung: Die Sdule wurde 1 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert und der

Durchfluss verworfen. Auf die Sdaule wurden 750 ul PE Puffer gegeben, die darauthin 1 min. bei
13.000 rpm zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und die Sdule noch
einmal bei 13.000 rpm zentrifugiert.

Elution: Auf die Membranmitte wurden 45 pl EB Puffer aufgetragen. Es folgten mindestens 1

min. Inkubation und eine Zentrifugation von 1 min. bei 13.000 rpm.

3.4.5 Kettenabbruch mit fluoreszenzmarkierten ddNTPs

Zweck
Zur Sequenzierung eines bestimmten DNA-Abschnittes bendtigt man Teilkopien dieses

Abschnittes: Teilkopien, die ein Nukleotid nach dem Primer abbrechen, solche, die zwei
Nukleotide spdter abbrechen, drei Nukleotide spéter - vier, fiinf, sechs, sieben, acht, Nukleotide
spater usw. - bis hin zu kompletten Kopien des zu sequenzierenden Abschnittes. Jede mit dem
Primer beginnende mogliche Teilkopie der gesuchten Sequenz muss vorliegen, um zu einem
auswertbaren Ergebnis gelangen zu konnen. Dabei diirfen nur Kopien eines der beiden
komplementidren DNA-Strange verwendet werden. Ob es sich um Kopien des sense-Stranges
oder des antisense-Stranges handelt, ist im Prinzip gleichgiiltig.

Eine entscheidende Besonderheit der Teilkopien liegt in ihrem jeweils letzten Nukleotid. Dieses
ist fluoreszenzmarkiert und wird als Farbterminator bezeichnet. Entsprechend den vier
verschiedenen in der DNA vertretenen Nukleotiden werden vier verschiedene Farbterminatoren
verwendet, die mit jeweils verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.

Im Sequenziergerit diffundieren die Teilkopien der GroBe nach durch ein Polymer, an dem eine
Spannung anliegt: die kleinsten Teilkopien zuerst, die groflten zuletzt. Das Polymer befindet sich
in einer Kapillare, an der an einer Stelle ein Laser und eine Kamera angebracht sind. Der Laser
regt den Fluoreszenzfarbstoff im gerade passierenden Farbterminator zur Emission seines
spezifischen Lichtes an; die Kamera registriert dieses Licht. Aus den den vier Farbterminatoren
zugeordneten vier unterschiedlichen Wellenldngen erstellt eine Software ein so genanntes
Elektropherogramm. Das Elektropherogramm bildet die Basensequenz des untersuchten DNA-

Abschnittes ab.

Prinzip
Die Herstellung der beim Sequenzieren verwendeten fluoreszenzmarkierten Teilkopien dhnelt

einer PCR und wird im Folgenden beschrieben.

Es wird ein Reaktionsansatz erstellt, der folgendes enthalt:
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e aufgereinigtes PCR-Produkt,
e Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs),

e vier verschiedene Farbterminatoren (fluoreszenzmarkierte 2°, 3°-

Didesoxynukleosidtriphosphate = fluoreszenzmarkierte ddNTPs),
e Tag-Polymerase,
e entweder den Vorwirts- oder den Riickwirtsprimer und

e weitere Zusitze, die eine optimale Reaktionsumgebung garantieren sollen (eine thermo-

stabile Pyrophosphatase, MgCl,, Tris-HCI-Puffer (pH 9,0)).

Zuerst werden die PCR-Produkte bei 95 ©°C denaturiert. Nach Abkiihlung auf eine
primerspezifische Annealing-Temperatur kommt es zu einer Bindung der Primer an die jetzt
einzeln vorliegenden sense- oder antisense-Stringe. Bei einer enzymspezifischen Elongations-
Temperatur erfolgt an den DNA-Primer-Hybriden eine Strangsynthese bei der am 3'-Ende des
Primers ein zur DNA komplementérer Strang entsteht: Die Tag-Polymerase bindet an die 3'-
Hydroxylenden der Primer entweder ein ANTP oder ein ddNTP. Wurde ein dNTP eingebaut, so
kann die Strangsynthese am 3'-Ende dieses dNTPs fortgesetzt werden. Wurde ein ddNTP
eingebaut, bricht die Strangsynthese ab, da dem ddNTP das 3'-Hydroxylende zur Anbindung
weiterer Nukleotide fehlt.

Bei der Kettenabbruchsreaktion werden statt dGTPs dITPs verwendet. Diese sollen ein als
Kompression bezeichnetes Phdinomen vermeiden bzw. vermindern:

Einzelstringige DNA-Molekiile haben die Neigung, Schlaufen zu bilden, indem in ihnen
zueinander komplementire Bereiche hybridisieren. G-C-Hybride sind besonders stabil. Die im
Sequenziererpolymer stattfindende elektrophoretische Auftrennung einstringiger DNA-
Molekiile wird verfdlscht, wenn einige von ihnen als Strang, andere als Schlaufe laufen: Die
Schlaufen sind weniger mobil. Im Unterschied zum dGTP-dCTP-Hybrid ist das dITP-dCTP-
Hybrid weit weniger stabil. Es kommt gar nicht oder seltener zur Schlaufenbildung. Die DNA-
Molekiile besitzen eine normale elektrophoretische Mobilitét (123-125).

Der Reaktionsansatz enthilt eine thermostabile Pyrophosphatase, um das Pyrophosphat zu
zerstoren, das seinerseits die Produkte der Kettenabbruchsreaktion lysiert und ein besonderes

Problem bei der Verwendung von dITP darstellt (126).
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Detail
Zur Durchfiihrung der Kettenabbruchsreaktion wurde das BigDye™ Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Applied Biosystems verwendet. Thermocycler-

Programm und Reaktionsansitze sind im Folgenden beschrieben.

Reaktionsansatz 1

HPLC-H,O 5,8 ul
Terminator Ready Reaction Mix 2,0 ul
Primer (entweder Vorwirts oder Riickwérts) 0,2 ul
PCR-Produkt 2,0 ul

Reaktionsansatz 2

HPLC-H,O 5,8 ul
Terminator Ready Reaction Mix 2,0 ul
Primer (entweder Vorwirts oder Riickwaérts) 0,1 ul
PCR-Produkt 2,0 il

Bestandteile des Terminator Ready Reaction Mix:

e A- C-, G- und T-Farbterminatoren
e dNTPs (dATP, dCTP, dITP, dUTP)
e AmpliTaq"” Polymerase FS mit thermostabiler Pyrophosphatase

o  MgCly, Tris-HCI-Puffer (pH 9,0)

Thermocycler-Programm

1.Vor der Denaturierung 95 °C, 30 sec.
2. Denaturierung 95 °C, 30 sec.
3. Annealing Temperatur siche Tab. 6, 30 sec.
4. Elongation 55 °C, 4 min.
5. Kiihlung 4 °C, ohne zeitliche Begrenzung
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Tab. 6: Bei Kettenabbruchsreaktionen verwendete aufgereinigte PCR-Produkte, Primer, Reaktionsansétze und
Annealing-Temperaturen; die Primer sind vom 5'- zum 3'-Ende notiert.

Verwendetes ) ) L _ _ Annealing-
aufgereinigtes Vorwartsprimer Ruckwartsprimer Reaktionsansatz Temperatur
PCR-Produkt

Slc11a3 Exon 1 cccegacteggtataagage agagccacattcctccagaa Nr. 1 60 °C
Slc11a3 Exon 1A agtcggaggtcgcaggga gctetegetgaggtgcttgt Nr. 2 64 °C
Slc11a3 Exon 1B ccgcttccataaggctttge agcagagccacattccteca Nr. 2 63,5 °C
Slc11a3 Exon 2 cgtggtttgtcctgcaaagt tcatggggaaagatcttcgat Nr. 1 60 °C
Slc11a3 Exon 3 catctgagcagtattcaatctaagag  tcctagtttgttgtttectttge Nr. 2 60 °C
Slc11a3 Exon 4 ggtgtgatcctetgggttgt agcttcaaagcattttcatcc Nr. 2 60 °C
Slc11a3 Exon 5 ggttaggacattatgeccattg cctcatttatcaccaccgatt Nr. 2 60 °C
Slc11a3 Exon 6 agtgggacttgacccaaaca tettcaccaacatttaaggtetga Nr. 2 60 °C
Slc11a3 Exon 7A  ccttggctggaattcttagat cgacgtagccaagtaaaage Nr. 2 58 °C
Slc11a3 Exon 7B ggactgagtggttccatcct catttagggaacatttcagatca Nr. 2 58 °C
Slc11a3 Exon 8  tgtgatttgaaatgtatgcctgta acacccagccatttattgga Nr. 2 60 °C

3.4.6 Aufreinigung des Kettenabbruch-Produktes

Zweck
Das

Kettenabbruch-Produkt ist nicht direkt fiir die Sequenzierung verwendbar.

Die

tiberschiissigen, wihrend der Reaktion nicht in DNA-Kopien eingebauten Farbterminatoren
hitten im Sequenziererpolymer eine dhnliche Mobilitidt wie die fluoreszenzmarkierten DNA-
Molekiile. Sie wiirden das beim Sequenzieren entstehende Elektropherogramm verfalschen und
miissen deshalb zuerst entfernt werden (123). Dieser Arbeitsschritt wird als Aufreinigung des

Kettenabbruch-Produktes bezeichnet.

Prinzip

Das Kettenabbruch-Produkt wird auf eine Gelchromatographie-Séule aufgetragen, die sich in
einem Auffanggefdl befindet. Sdule und Gefdl werden zentrifugiert. Die schweren
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente passieren das Gel, die wesentlich leichteren

Farbterminatoren verbleiben im Gel (127).

Detail
Zur Aufreinigung des Kettenabbruch-Produktes wurde das DyeEx'™ 2.0 Spin Kit der Firma

Qiagen verwendet.
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Die darin enthaltene Filtrationssdule wurde gevortext, um das in Losung befindliche Gel
gleichmiBig in der Losung zu verteilen. Der Deckel der Filtrationssdule wurde gelockert, das
untere Ende abgebrochen; anschlieend wurde die Sdule 3 min. lang mit 3.100 rpm zentrifugiert,
in ein neues Auffanggefdl gestellt und der Deckel entfernt. Langsam wurden 10 upl des
Kettenabbruch-Produktes mittig auf die Sdule gegeben, ohne diese zu beriihren. Die Sdule wurde
erneut 3 min. lang mit 3.100 rpm zentrifugiert. Im Auffanggefd3 befanden sich nun ca. 5 pl

Kettenabbruch-Produkt - ohne tliberschiissige Farbterminatoren (127).

3.4.7 Denaturierung des Kettenabbruch-Produktes

Damit die Kettenabbruch-Produkte ihrer Grof3e nach durch das Polymer des Sequenziergerites
diffundieren kénnen, miissen sie zuerst durch Denaturierung vom PCR-Produkt gelost werden.
Die Denaturierung wurde folgendermaRen bewirkt:

5 ul Kettenabbruch-Produkt wurden mit 20 pul Template Suppression Reagenz (TSR) versetzt
und 2 min. lang bei 90 °C inkubiert. Der nun vorliegende Ansatz konnte in das Sequenziergerét
gestellt werden.

Zum Sequenzieren verwendet wurde ein Gerit des Typs ABI Prism 310.

3.4.8 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP)

Zweck
Ob bei bestimmten Patienten bereits bekannte oder durch das Sequenzieren neu entdeckte

Polymorphismen homozygot, heterozygot oder gar nicht vorliegen, ldsst sich z. T. durch die

elektrophoretische Sichtbarmachung von RFLP ermitteln.

Prinzip

DNA-Fragmente von Patienten, die einen Polymorphismus homozygot, heterozygot bzw. gar
nicht aufweisen, werden einem so genannten Restriktionsenzym ausgesetzt. Dieses bakterielle
Enzym schneidet doppelstringig DNA, wenn eine bestimmte Sequenz vorliegt — die so genannte
Erkennungssequenz. Die Stelle, an der das Enzym die beiden Striange schneidet, befindet sich
meistens innerhalb der Erkennungssequenz und wird als Restriktionsschnittstelle bezeichnet; der
Vorgang des Schneidens heifit Verdau.

Zwei Voraussetzungen miissen erfiillt sein, um einen Polymorphismus mittels RFLP nachweisen
zu konnen:

1. Das Vorliegen des Polymorphismus muss das Vorliegen einer Erkennungssequenz bedingen.

2. Durch die Wahl entsprechender Primer muss es moglich sein, die Restriktionsschnittstelle so
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im DNA-Fragment zu positionieren, dass der Verdau Fragmentkombinationen produziert, die
nach elektrophoretischer Auftrennung eine Unterscheidung von Homozygotie, Heterozygotie
und Wildtyp erlauben.

Die Restriktionsenzyme (auch Restriktionsendonukleasen genannt) wurden Ende der sechziger

Jahre von Werner Arber, Hamilton Smith und Daniel Nathans entdeckt .

Detail
Mittels einer speziellen Software wurde ermittelt, ob flir die nachzuweisenden Polymorphismen

Restriktionsenzyme existierten und ob es moglich war, durch entsprechende Primerwahl
auswertbare RFLPs zu erzeugen. AnschlieBend wurden die Reaktionsansitze empirisch
optimiert.

Alle Verdaue erfolgten bei 37 °C {iber eine Dauer von 16 h und 40 min. in einem Thermocycler.

Die Reaktionsansétze hatten folgende Zusammensetzung:

Reaktionsansatz 1

Enzym (Bfal) 1,6 ul
NEBuffer 4 1,5 ul
HPLC-H,O 6,7 ul
PCR-Produkt 6,0 ul

Reaktionsansatz 2

Enzym (HpyCH41V) 0,8 ul
NEBuffer 1 1,5 ul
HPLC-H,O 6,7 ul
PCR-Produkt 6,0 ul

Reaktionsansatz 3

Enzym (XmnlI) 0,8 ul
NEBuffer 2 1,5 ul
purified BSA 0,25 pl
HPLC-H,0 6,45 ul
PCR-Produkt 1,0 ul

Reaktionsansatz 4

Enzym (Rsal) 0,3 ul
NEBuffer 1 1,5 ul
HPLC-H,0O 7,2
PCR-Produkt 6,0 ul
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Reaktionsansatz 5

Enzym (Mbol) 0,5 ul
NEBuffer 3 1,5 ul
HPLC-H,0 7,0 pl
PCR-Produkt 6,0 ul

Tab. 7: In Verdauen verwendete PCR-Produkte, deren Grolien, die GréRen der entstandenen Fragmente (in
Klammern befindliche FragmentgréRen waren zu klein, um durch elektrophoretische Auftrennung sichtbar zu
werden), verwendete Reaktionsansétze und Enzyme.

Verdautes PCR-  GroéRe des PCR-

Produkt Produktes GroRe der Verdaufragmente [Bp] Reaktionsansatz Enzym

Slc11a3 Exon 1B 392 Bp wt: 247+145 Nr. 1 Bfal
he: 392+247+145

Slc11a3 Exon 5 395 Bp wt: 340 (+55) Nr. 2 HpyCH41V
he: 395+340 (+55)

PMS8 PCR2 185 Bp wt: 164 (+21) Nr. 3 Xmnl
he: 185+164 (+21)

HFE C282Y 387 Bp wt: 247+140 Nr. 4 Rsal
he: 247+140+111 (+29)
ho: 247+111 (+29)

HFE H63D 208 Bp wt: 138+70 Nr. 5 Mbol
he: 208+138 (+70)
ho: 208

3.4.9 Einbau kiunstlicher Restriktionsschnittstellen

Zweck
Substrat fiir jeden Verdau ist ein PCR-Produkt. Dieses PCR-Produkt muss eine

Erkennungssequenz enthalten, deren Vorhandensein vom Vorhandensein des gesuchten
Polymorphismus abhéngt. Liegt eine derartige Erkennungssequenz nicht vor, so kann sie u. U.

kiinstlich erzeugt werden; dies wird als Einbau einer kiinstlichen Restriktionsstelle bezeichnet.

Prinzip
Im Anschluss an eine erste PCR wird mit modifizierten Primern eine zweite PCR durchgefiihrt;

Substrat der zweiten PCR ist das Produkt der ersten. Die letzte, vorletzte oder vorvorletzte Base
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der verdnderten Primer ist nicht komplementidr zur Matrizen-Sequenz der ersten PCR. Die
abweichende Base wird so gewéhlt, dass ihr Einbau nur dann eine Erkennungssequenz schafft,

wenn der nachzuweisende Polymorphismus vorliegt - oder nicht.

Detail
Zum Nachweis mittels RFLP war nur bei dem Polymorphismus PMS8 der Einbau einer

kiinstlichen Restriktionsschnittstelle notig. Er erfolgte mit der ,,PM8 PCR2* genannten PCR, die

in Tabelle 5 beschrieben ist.

3.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte in mehreren Schritten. Zuerst wurden die
aussagekriftigsten, verfiigbaren Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg
identifiziert. AnschlieBend wurden Mehrfeldertafeln erstellt, in denen die Auspriagungen der
Surrogatparameter den Spalten, die Manifestationen der Polymorphismen den Zeilen zugeordnet
wurden; nach Betrachtung der Mehrfeldertafeln wurde entschieden, auf welche Korrelationen
zwischen Polymorphismen und Therapie-Erfolgs-Surrogatparametern hin statistisch getestet
werden — und mit welchen Verfahren dies geschehen sollte.

Sowohl zum Erstellen der Mehrfeldertafeln als auch zum statistischen Testen wurde das
Computer-Programm ,,SPSS* (Version 15.0.1) verwendet. Gewéhlter statistischer Test war der
Exakte Test nach Fisher. Es wurde stets zweiseitg getestet und ein Niveau von p < 0,05 als
signifikant angesehen. Angesichts des hypothesengenerierenden Charakters der Arbeit wurde

trotz der Multiplizitit des Testens auf eine Adjustierung des Signifikanzniveaus verzichtet.

39



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Sequenzanalyse
Im ersten Arbeitsschritt wurden die 5°-UTR, die 3°-UTR, alle acht Exone und an die Exone

angrenzende Teile der Introne des Ferroportin-Gens sequenziert. Analysiert wurde die DNA von

50 CHC-Patienten und 15 gesunden Probanden. Es wurden insgesamt 11 Polymorphismen-Loci

identifiziert (siche Tab. 8, Abb. 4-14). Drei dieser Loci befinden sich in der 5’-UTR, einer in der

3’-UTR, einer im Bereich kodierender DNA, die restlichen sechs Loci sind intronisch; die

Erscheinungsformen des exonischen Polymorphismus bewirken keinen Aminosdurenaustausch.

Der exonische, alle intronischen, der 3’-UTR- und zwei der 5’-UTR-Polymorphismen sind so

genannte SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Bei dem dritten 5’-UTR-Polymorphismus

handelt es sich um eine Insertion bzw. Deletion von drei Basenpaaren (CGG) innerhalb eines

Repeats.

Tab. 8: Bei der Sequenzanalyse des Ferroportin-Gens identifizierte Polymorphismen

Abkiirzung Polymorphismus | Haufigkeit 1 Haufigkeit 2 Rs-Nummer
c.1-310 CGG(7) | 51 25

PM 1 c.1-310 CGG(8) | 78 52 rs16836041
c.1-310 CGGY) |1 1

PM 2 c.1-98 G>C 34 27 rs13008848

PM 3 c.1-8 C>G 35 28 rs11568351

PM 4 IVS1+68 A>C 52 % 26 * rs4287798

PM 5 IVS1-24 G>C 111 64 rs1439816

PM 6 IVS2+147 A>G | 34 27 rs1123109

PM 7 IVS4-141 G>A |4 4 Erstbeschreibung

PM 8 c.663 T>C 83 55 12304704

PM 9 IVS6+14 A>G 1 1 Erstbeschreibung

PM 10 IVS7+55 G>A 1 1 Erstbeschreibung

PM 11 IVS8+202 G>A | 1 ** 1 ** Erstbeschreibung

Haufigkeit 1: Anzahl der Allele, die den Polymorphismus aufweisen (von insgesammt 130 Allelen)

Haufigkeit 2: Anzahl der Probanden, die den Polymorphismus aufweisen (von insgesammt 65)

* die Auspragung dieses Polymorphismus konnte nur bei 41 von 65 Probanden eindeutig bestimmt werden
** die Auspragung dieses Polymorphismus konnte nur bei 45 von 65 Probanden eindeutig bestimmt werden
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Abb. 4: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 1.

Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition ¢.1-330_331. Unterschiede zwischen den Auspragungen von c.1-
310 CGG(7_9) sind links des schwarzen Pfeils zu sehen, da Riickwartsprimer verwendet wurden. Position ¢.1-310
ist die zweite Base vom rechten Bildrand aus gesehen.

a: (CGG)yy

b: (CGG)gse

c: (CGG)g

d: (CGG)se

e: (CGG)gro
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& T T T T T 4 G & G G TGS CTG4TTCTTCTEC G AGTTTECTECTT

c

|
’A_M“‘UA I

¢ T T T T T & & & 6 T C CT & T OCTOCUC & G TT C C T T

Abb. 5: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 2.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition ¢.1-98.
a: Wildtyp
b: G>C he
¢: G>Cho
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ot e

EAGEGGGI}TEGECTAGTGTEATGAE

VA, mmm“

CAGCGGGGTCGCSTAGTGTCATG C

Abb. 6: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 3.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition c.1-8.
a: Wildtyp
b: C>G he
c: C>G ho

b

A ¢ 4 C A & G C & & C T CT AL C CE G A T TCTGE G LG

Abb. 7: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 4.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition IVS1+68.
a: Wildtyp

b: A>C ho
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ool

b
T ¢ & ¢ T T T T T 6 T C & C C C C G C C T G T G

O et

T a4 ¢ ¢ & T ¢ ¢ C TTTT T 35 T C a C C CC G CC T G T G

|

~h
T &4 c C & T C G C T T T T T EC T C & C C C C G C C T G T G

Abb. 8: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 5.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition 1VS1-24.
a: Wildtyp

b: G>C he

¢: G>Cho
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C 4 T G C TTT & & TG & & & &# C G TT & TTT4TCECATCLC

b

|

c &4 T GG C T T T & & T G & & & & C ¢ T TR T T T & C & T C

C

C L T GCTTT &2 AT 6 L & A ACG6 TTOG TTTGATCLGATLCE

Abb. 9: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 6.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition 1VS2+147.
a: Wildtyp

b: A>G he

c: A>G ho

a

T T ¢ &~ T a4 T C T & T & & C &G T & & & & T G & T T T € T T

b

l

T T ¢ & T A4 T C T & T & A C R T A& & A & T & & T T T C T T

Abb. 10: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 7.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition 1VS4-141.
a: Wildtyp

b: G>Ahe
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CI}TI}GAGTACGTTCTI}CTCTGI}AAGGTTT

b

Qm@&@m

Cc ¢ T & & & ¢ T & C T ¥ CT & CTUCTOG GG & AL G G T T T

C

C 5 T GG 46T GC06GTTECT ECTO 6 CTCTOG G A LGG6TTT

Abb. 11: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 8.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition c.663.
a: Wildtyp

b: T>C he

c: T>Cho

d

4 & 6 T o & & C T G & & C & C & & T G & T C T C T C C T T

b

B N e

4 & ¢ T o & & C T G & &4 C & C R & T G & T C T C T C C T T

Abb. 12: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 9.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition 1VS6+14.
a: Wildtyp

b: A>G he
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T T T T T ¢ T &4 & T ¢+ T & ¢ ¢ T T C & G & G & & T C C & T

b

l

T T T T T G T &4 & T T & ¢ R T T UC & G & G & & T C C & T

Abb. 13: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 10.
Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition IVS7+55.
a: Wildtyp
b: G>Ahe

a

T T &4 ¢ T & ¢ & T T & T & T & & &G €C & C & T G T G C T

GTTACTAGATTATATAGAGCACATGTRET

Abb. 14: Elektropherogramme des Polymorphismus PM 11.

Der schwarze Pfeil markiert die Nukleotidposition 1VS8+202.

a: Wildtyp

b: G>Ahe

4.2 Haplotypenanalyse

Die oben aufgelisteten elf Polymorphismen-Loci (siche Tab. 8) wurden im Anschluss an ihre
Identifizierung einer so genannten Haplotypenanalyse unterzogen. Ziel dieser Analyse war es,

die Polymorphismen zu identifizieren, auf die hin eine zweite Probandengruppe gescreent

werden sollte.
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Die Analyse verlief wie folgt: Fiir jeden der 65 Probanden wurde ein bi-chromosomaler
Haplotyp festgestellt — bestehend aus den bi-chromosomalen Manifestationen der einzelnen
Polymorphismen (d. h. wt, he, ho, etc.). AnschlieBend wurde gepriift, ob sich die bi-
chromosomalen auf mono-chromosomale Haplotypen zuriickfiihren lieBen. Zuletzt wurden die
Polymorphismen identifiziert, durch die sich die mono-chromosomalen Haplotypen voneinander
unterscheiden. Nur auf diese Polymorphismen hin wurde die zweite Patientengruppe gescreent.
Um mono-chromosomale Haplotypen zu identifizieren, wurden lediglich die bi-chromosomalen
Haplotypen betrachtet, die hochstens einen heterozygoten Polymorphismus aufweisen und sich
ansonsten ausschlieflich aus Wildtypen bzw. homozygoten Polymorphismen zusammensetzen.
Solche bi-chromosomalen Haplotypen kénnen nur aus zwei identischen bzw. zwei sich lediglich
an einem Locus unterscheidenden mono-chromosomalen Haplotypen bestehen. Die derart
identifizierten mono-chromosomalen Haplotypen wurden anschlieBend in jeder theoretisch
moglichen Weise miteinander kombiniert, um bi-chromosomale Haplotypen zu konstruieren und
zu prifen, wie viele der im Probandenkollektiv tatsdchlich beobachteten bi-chromosomalen
Haplotypen, die mehrere Heterozygotien zeigten, sich auf eine Kombination der bisher eindeutig
festgestellten mono-chromosomalen Haplotypen zuriickfiihren lieBen.

Die Polymorphismen PM 4, 9, 10 und 11 wurden aus folgenden Griinden nicht in die Analyse
mit einbezogen: PM 4 und 11 konnten nicht bei allen Patienten eindeutig bestimmt werden; PM
9, 10 und 11 wurden bei nur jeweils einem Patienten beobachtet (siche Tab. 8). Die Betrachtung
der verbleibenden Polymorphismen ergab 16 verschiedene bi-chromosomale Haplotypen: sieben
wiesen mehr als eine Heterozygotie auf — neun maximal eine (siche Tab. 9). Diese neun bi-
chromosomalen Haplotypen lieBen sich auf ebenfalls neun mono-chromosomale Haplotypen
zuriickfiihren (siehe Tab. 10). Auf diese neun mono-chromosomalen Haplotypen lieen sich
auch all die bi-chromosomalen Haplotypen zuriickfiihren, die mehr als eine Heterozygotie
aufwiesen.

Notig zur Unterscheidung der identifizierten mono-chromosomalen Haplotypen waren die
Polymorphismen PM 1, 3, 7 und 8 sowie einer der drei Polymorphismen PM 2, 5 oder 6. PM 2
wurde gewdhlt, da er von seiner Lokalisation her am wahrscheinlichsten funktionell relevant

erschien.
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Tab. 9: bi-chromosomale Haplotypen

bi-chromosomaler | = prr | prro | pM3 | PMS | PM6 | PM7 | PM8 | Haufigkeit
Haplotyp
1 (CGG)gss wt wt ho wt wt ho 19
2 (CGQG)gss wt wt ho wt wt wt 4
3 (CGG)77 | ho ho ho ho wt wt 3
4 (CGG)y/7 ho ho ho ho wt he 2
5 (CGG)gss wt wt ho wt wt he 2
6 (CGG)sp wt wt ho wt wt ho 1
7 (CGG)gss ho ho ho ho wt wt 1
8 (CGG)y/7 ho ho ho ho he wt 1
9 (CGG)y/7 wt he wt wt wt ho 1
10 (CGG)y8 he he ho he wt he 12
11 (CGG)y3 wt wt he wt wt ho 7
12 (CGG)y8 wt wt he wt wt he 4
13 (CGG)77 he he he he wt he 4
14 (CGG)y7 he he he he he he 2
15 (CGG)y3 he he ho he wt wt 1
16 (CGQG)75 he he ho he he he 1

Haufigkeit: absolutes Auftreten bei 65 Probanden

maximal eine Heterozygotie
mehr als eine Heterozygotie

Tab. 10: mono-chromosomale Haplotypen, auf die sich die bi-chromosomalen Haplotypen

zurlickfiihren lassen

chrolr\n/[(());l:maler PM 1 PM 2 PM 3 PM 5 PM 6 PM 7 PM 8
Haplotyp
A (CGG)s 0 0 1 0 0 1
B (CGG)s 0 0 1 0 0 0
C (CGG), 1 1 1 1 0 0
D (CGG), 1 1 1 1 0 1
E (CGG)s 1 1 1 1 0 0
F (CGG), 0 0 0 0 0 1
G (CGG), 1 1 1 1 1 0
H (CGG), 0 1 0 0 0 1
| (CGG)o 0 0 1 0 0 1

0: Polymorphismus liegt nicht vor
1: Polymorphismus liegt vor
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4.3 Polymorphismenscreening

Die Polymorphismen PM 1 und 2 wurden in der zweiten Probandengruppe mittels
Sequenzanalyse bestimmt. Das Vorliegen von PM 3, 7 und 8 sowie HFE H63D und C282Y
wurde iliber die Agarose-Gelelektrophorese von Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen

sichtbar gemacht. Folgende Abbildungen sind Beispiele der elektrophoretischen Nachweise:

392 bp

247 bp
145 bp

Marker ho he WT

Abb. 15: Agarose-Gelelektrophorese des Polymorphismus PM 3

501 bp
404 bp
331bp

242 bp
190 bp

147 bp
111 bp

395 bp
340 bp

55bp

Marker he WT

Abb. 16: Agarose-Gelelektrophorese des Polymorphismus PM 7

501 bp
404 bp

331 bp

242 bp
190 bp
147 bp
111 bp

185 bp
164 bp

Marker ho WT ho he

Abb. 17: Agarose-Gelelektrophorese des Polymorphismus PM 8
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1000 bp
800 bp

600 bp

400 bp

300 bp

247 bp
200 bp

150 bp 140 bp

Marker WT he

Abb. 18: Agarose-Gelelektrophorese der Mutation HFE C282Y

Marker WT he ho

Abb. 19: Agarose-Gelelektrophorese der Mutation HFE H63D

4.4 Statistische Auswertung

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde anhand von Mehrfeldertafeln und Exakten Tests
nach Fisher gepriift, ob Korrelationen zwischen Polymorphismus-Ausprigungen und den
Auspriagungen von Therapie-Erfolgs-Surrogatparametern bestiinden. Verwendet wurden dabei
die fiinf mittels Haplotypenanalyse bestimmten Ferroportin-Polymorphismen sowie die

aussagekriftigsten, verfiigbaren Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg.

Dartiber hinaus wurde gepriift, ob Korrelationen zwischen Polymorphismus-Auspragungen und
dem Siderose-Surrogatparameter Serum-Ferritin vorldgen; die Tests erbrachten keine statistisch

signifikanten Resultate.
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4.4.1 Auswahl der Surrogatparameter fur klinisch relevanten
Therapieerfolg

Der erste Schritt der statistischen Auswertung bestand in der Bestimmung der
aussagekraftigsten, verfligbaren Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg. Diese

Bestimmung erfolgte anhand folgender Kriterien:

* Die Parameter mussten sowohl vor Therapiebeginn als auch nach Therapieende bestimmt

worden sein.
* Die Auspriagung vor Therapiebeginn musste stets einem ,,Nonresponse‘* entsprechen.

* Die Auspriagungen nach Therapieende musste in einem Teil der Fille einem ,,Response

und in einem anderen Teil der Fille einem ,,Nonresponse* entsprechen.

* Die Bestimmung sollte moglichst lange nach Therapieende erfolgt sein, um so viele

Relapser wie moglich ausgeschlossen zu haben.
* Die Parameter sollten in ihrem pridiktiven Charakter pathophysiologisch plausibel sein.

Patienten-Charakterisierungen zu einem Zeitpunkt spéter als 56 Wochen nach Therapieende
existierten nicht. Leberbiopsien erfolgten ausschlieBlich vor Therapiebeginn. Als
aussagekriftigste, verfiigbare Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg wurden

folgende zwei Kriterien identifiziert:
» Serum-Viruslast unterhalb der unteren Nachweisgrenze 56 Wochen nach Therapieende

=  Serum-GPT-Wert unterhalb der oberen Normgrenze 56 Wochen nach Therapieende

4.4.2 Fallzahlen

Die Ausprigung der fiinf ausgewdhlten Polymorphismen wurde bei 200 CHC-Patienten
untersucht. Bei nicht eindeutigem Ergebnis wurden maximal zwei Wiederholungsversuche
durchgefiihrt; die Anzahl der pro Polymorphismus letztlich erfolgreich charakterisierten
Patienten ist in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Von den 200 genetisch untersuchten Patienten waren 182 klinisch charakterisiert; von diesen 182
hatten wiederum 165 eine Einverstindniserklarung abgegeben; von diesen 165 waren in
Abhéngigkeit vom untersuchten Polymorphismus 80-84 durch Angaben zum Serum-GPT-Wert
und 67-71 durch Angaben zur Serum-Viruslast 56 Wochen nach Therapieende charakterisiert
(siehe Tab. 11).

Bei zwei Patienten wurde eine mdglicherweise Hdmochromatose-bedingende HFE

C282Y/H63D-compound-Heterozygotie festgestellt. Fiir keinen der beiden Patienten liegen
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klinische Daten aus der 56. Woche nach Therapieende vor. Die letzte vorliegende Serum-
Viruslast-Bestimmung ergab bei beiden Werte oberhalb der unteren Nachweisgrenze. C282Y-

Homozygotien wurden nicht beobachtet.

Tab. 11: Anzahl der pro Polymorphismus eindeutig charakterisierten Patienten

Anzahl der Patienten Anzahl der Patienten
Anzahl aller mit vorliegender mit vorliegender
. eindeutig Einverstédndniserklarung und | Einverstidndniserkldrung und
Polymorphismus o
charakterisierten | Angaben zur Serum-Viruslast | Angaben zum Serum-GPT
Patienten 56 Wochen nach 56 Wochen nach
Therapieende Therapieende

¢.1-310 CGG(7_9) 195 70 83
c.1-98 G>C 183 67 80
c.1-8 C>G 199 70 83
IVS4-141 G>A 200 71 84
c.663 T>C 200 71 84

4.4.3 Entscheidung Uber statistisches Testen

Die Entscheidung iiber das ob und die Methode des statistischen Testens fiel anhand der
Betrachtung der auf den Seiten 53-56 wiedergegebenen zehn Mehrfeldertafeln; in allen in dieser
Arbeit enthaltenen Mehrfeldertafeln sind Patienten jeweils durch die Auspriagungen eines
Polymorphismus und eines Surrogatparameters fiir klinisch relevanten Therapieerfolg

charakterisiert.

Mehrfeldertafeln mit Angaben zur Serum-Viruslast

Mehrfeldertafel 1

Serum-Viruslast:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt

nein ja
c.1-310 (CGG)y7 Anzahl 2 6 8
% 25,0 % 75,0 % 100,0 %
(CGG)y8 Anzahl 5 31 36
% 13,9 % 86,1 % 100,0 %
(CGG)gys Anzahl 1 25 26
% 3.8% 96,2 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 8 62 70
% 11,4 % 88,6 % 100,0 %

53



Ergebnisse

Mehrfeldertafel 2

Serum-Viruslast:
56 Wochen nach Therapieende

unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt
nein ja
c.1-98 G>C Wildtyp Anzahl 4 36 40
% 10,0 % 90,0 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 2 22 24
% 8,3 % 91,7 % 100,0 %
homozygot Anzahl 1 2 3
% 333 % 66,7 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 7 60 67
% 10,4 % 89,6 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 3
Serum-Viruslast:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt
nein ja
c.1-8 C>G Wildtyp Anzahl 5 38 43
% 11,6 % 88,4 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 2 23 25
% 8,0 % 92,0 % 100,0 %
homozygot Anzahl 1 1 2
% 50,0 % 50,0 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 8 62 70
% 11,4 % 88,6 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 4
Serum-Viruslast:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt
nein ja
IVS4-141 G>A  Wildtyp Anzahl 7 60 67
% 10,4 % 89,6 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 1 3 4
% 25,0 % 75,0 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 8 63 71
% 11,3% 88,7 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 5

Serum-Viruslast:

56 Wochen nach Therapieende

unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt
nein ja
c.663 T>C Wildtyp Anzahl 2 7 9
% 22,2 % 77,8 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 3 28 31
% 9,7% 90,3 % 100,0 %
homozygot Anzahl 3 28 31
% 9,7% 90,3 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 8 63 71
% 11,3 % 88,7 % 100,0 %
Mehrfeldertafeln mit Angaben zum Serum-GPT
Mehrfeldertafel 6
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)y77 Anzahl 7 3 10
% 70,0 % 30,0 % 100,0 %
(CGG)y8 Anzahl 31 8 39
% 79,5 % 20,5 % 100,0 %
(CGG)gys Anzahl 33 1 34
% 97,1 % 2,9 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 71 12 83
% 85,5% 14,5 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 7
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-98 G>C Wildtyp Anzahl 45 5 50
% 90,0 % 10,0 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 23 4 27
% 85,2 % 14,8 % 100,0 %
homozygot Anzahl 1 2 3
% 33,3% 66,7 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 69 11 80
% 86,3 % 13,8 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 8

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-8 C>G Wildtyp Anzahl 47 6 53
% 88,7 % 11,3 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 24 4 28
% 85,7 % 14,3 % 100,0 %
homozygot Anzahl 1 1 2
% 50,0 % 50,0 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 72 11 83
% 86,7 % 13,3 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 9
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
IVS4-141 G>A  Wildtyp Anzahl 68 11 79
% 86,1 % 13,9% 100,0 %
heterozygot Anzahl 4 1 5
% 80,0 % 20,0 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 72 12 84
% 85,7 % 14,3 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 10
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
€.663 T>C Wildtyp Anzahl 7 3 10
% 70,0 % 30,0 % 100,0 %
heterozygot Anzahl 30 5 35
% 85,7 % 14,3 % 100,0 %
homozygot Anzahl 35 4 39
% 89,7 % 10,3 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 72 12 84
% 85,7 % 14,3 % 100,0 %

Interpretation der Mehrfeldertafeln
Die sich aus der Betrachtung der obigen Mehrfeldertafeln ergebenden Konsequenzen werden am

Beispiel der Mehrfeldertafel 10 dargestellt: In dieser Mehrfeldertafel wird die Charakterisierung

von insgesamt 84 Patienten durch die beiden folgenden Parameter dargestellt:
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e Polymorphismus Ferroportin ¢.663 T>C

e Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende
Unabhéngig von der Ausprigung des Polymorphismus befindet sich der Serum-GPT-Wert bei
85,7 % der Patienten im Normbereich und bei 14,3 % der Patienten oberhalb des Normbereiches.
Abhingig von der Auspriagung des Polymorphismus zeigen diese prozentuale Verteilung nur die
heterozygoten Patienten — nicht jedoch die homozygoten und Wildtyp-Patienten. Eine
Abhéngigkeit des Serum-GPT-Wertes von der Polymorphismus-Ausprigung scheint also
moglich. Um die Wahrscheinlichkeit anzugeben, mit der der Serum-GPT-Wert nicht unabhéngig
von der Polymorphismus-Auspragung ist, ist statistisches Testen notig. Da die Mehrfeldertafel
Fallzahlen enthélt, die kleiner als 5 sind, wird als Testverfahren der Exakte Test nach Fisher
gewidhlt.
Jede der Mehrfeldertafeln 1 bis 10 zeigte eine mogliche Abhéingigkeit des Therapie-Erfolgs-
Surrogatparameters vom Polymorphismus. Folglich wurden beide Therapie-Erfolgs-
Surrogatparameter auf Korrelation mit jedem der fiinf Polymorphismen hin getestet. Da alle
Mehrfeldertafeln Fallzahlen aufwiesen, die kleiner als 5 sind, wurde in jedem Fall der Exakte

Test nach Fisher angewendet.

4.4.4 Statistische Testung

Ungeschichtet
Die Ergebnisse der Anwendung des Exakten Tests nach Fisher auf die Mehrfeldertafeln 1 bis 10

sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Tab. 12: Ergebnisse der Anwendung des Exakten Tests nach Fisher auf die Mehrfeldertafeln 1 bis 10

Exakter Test nach
Suroguparameier | Pobmomhismus | VGRS CRRT | exakde, soeitige | PN
Signifikanz

¢.1-310 CGG(7_9) Mehrfeldertafel 1 0,172 70

c.1-98 G>C Mehrfeldertafel 2 0,352 67

Serum-Viruslast c.1-8 C>G Mehrfeldertafel 3 0,252 70
IVS4-141 G>A Mehrfeldertafel 4 0,387 71

¢.663 T>C Mehrfeldertafel 5 0,524 71

¢.1-310 CGG(7_9) Mebhrfeldertafel 6 0,018 83

c.1-98 G>C Mehrfeldertafel 7 0,052 80

Serum-GPT c.1-8 C>G Mehrfeldertafel 8 0,252 83
1VS4-141 G>A Mehrfeldertafel 9 0,547 84

c.663 T>C Mehrfeldertafel 10 0,246 84
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Bei Verzicht auf alpha-Adjustierung und Annahme eines Niveaus von p < 0,05 als signifikant
erlauben die in Tabelle 12 priasentierten Testergebnisse folgende Aussage:
Die Auspriagung von Ferroportin ¢.1-310 CGG(7_9) hat signifikanten Einfluss darauf,
ob sich der Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende im oder iiber dem
Normbereich befindet (p=0,018; n=83).

Die prozentuale Verteilung in Mehrfeldertafel 6 deutet dariiber hinaus folgende Tendenz an:
Die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich der Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach
Therapieende im Normbereich befindet, scheint in folgender Reihenfolge
anzusteigen: (CGQG)77 < (CGG)73 <(CGG)gys.
Das signifikante Ergebnis der Anwendung des Exakten Tests nach Fisher auf die Mehrfeldertafel
6 erlaubt jedoch nicht, diese Tendenz als signifikant zu bezeichnen — die vorliegenden Daten
deuten lediglich auf sie hin. Um den Einfluss der Allele (CGG); und (CGG)g auf den Serum-
GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende zu kliren, wurden die Patienten deshalb auf zwei
Arten neu gruppiert: Mehrfeldertafel 11 unterscheidet Patienten, die das Allel (CGG)g aufweisen
(egal ob hetero- oder homozygot), von solchen, die dies nicht tun. Mehrfeldertafel 12
unterscheidet Patienten, die das Allel (CGG); aufweisen, von denen, die dies nicht tun. Im
Anschluss an die Betrachtung dieser Mehrfeldertafeln wurde in beiden Féllen ein Exakter Test

nach Fisher durchgefiihrt (Resultate siehe Tab. 13).

Mehrfeldertafel 11: Patienten mit Allel (CGG)g versus Patienten ohne Allel (CGG)g

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein

c.1-310 (CGG)yp7 Anzahl 7 3 10
% 70,0 % 30,0 % 100,0 %

(CGG)7ss oder /8 Anzahl 64 9 73

% 87,7 % 12,3 % 100,0 %

Gesamt Anzahl 71 12 83
% 85,5% 14,5 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 12: Patienten mit Allel (CGG), versus Patienten ohne Allel (CGG),

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 7/8 Anzahl 38 11 49
% 77,6 % 22,4 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 33 1 34
% 97,1 % 2,9% 100,0 %
Gesamt Anzahl 71 12 83
% 85,5 % 14,5 % 100,0 %
Tab. 13
. Gruppierung der Patienten .
zugrunde liegende PP g der ] Exakter Test nach Fisher:
Mehrfeldertafel anhand der Ausprigung von exakte, 2-seitige Signifikanz Fallzahl
¢.1-310 CGG(7_9) : geSlg
(CGG)g vorhanden
Mehrfeldertafel 11 versus 0,154 83
(CGG)gnicht vorhanden
(CGG); vorhanden
Mehrfeldertafel 12 versus 0,023 83
(CGG)7nicht vorhanden

Die kombinierte Betrachtung von Mehrfeldertafel 12 und Tabelle 13 erlaubt nun folgende zwei

Aussagen:

e Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-

chromosomalen Vorliegen von (CGG)s — ist signifikant assoziiert mit einem

oberhalb des Normbereiches liegenden Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach

Therapieende.

e Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)s — im Gegensatz zum mono- oder bi-

chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant assoziiert mit einem

innerhalb des Normbereiches liegenden Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach

Therapieende.

Definiert man den Erfolg einer Interferon-basierten CHC-Therapie iiber einen Serum-GPT-Wert,

der sich 56 Wochen nach Therapieende im Normbereich befindet, so erlauben die bisherigen

statistischen Betrachtungen und Tests folgende Aussagen:
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1. Die Ausprigung des Polymorphismus Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) hat
signifikanten Einfluss auf den Erfolg einer Interferon-basierten CHC-Therapie.

2. Die Wahrscheinlichkeit fiir Therapieerfolg scheint tendenziell — wenn auch nicht
signifikant - in folgender Reihenfolge anzusteigen: (CGG)7; < (CGG)ys <
(CGQG)gys.

3. Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)g — im Gegensatz zum mono- oder bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant mit Therapieerfolg
assoziiert.

4. Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG)g — ist signifikant mit Therapieversagen
assoziiert.

Definiert man Therapieerfolg {iber eine unterhalb der unteren Nachweisgrenze liegende Serum-
Viruslast, so werden alle soeben getroffenen Aussagen tendenziell — wenn auch nicht signifikant

- bestitigt (sieche Mehrfeldertafeln 1 und 13).

Mehrfeldertafel 13: Patienten mit Allel (CGG); versus Patienten ohne Allel (CGG),

Serum-Viruslast:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der unteren Nachweisgrenze Gesamt
nein ja

c.1-310 (CGG)17 oger 78 Anzahl 7 37 44
% 15,9 % 84,1 % 100,0 %

(CGG)gss Anzahl 1 25 26

% 3,8 % 96,2 % 100,0 %

Gesamt Anzahl 8 62 70
% 11,4 % 88,6 % 100,0 %

Geschichtet
Die im vorigen Kapitel getroffenen Aussagen beziehen sich auf ein Patientenkollektiv, das nicht

geschichtet ist: weder nach Behandlungsregime, noch nach Virusgenotyp oder Geschlecht.

Im nun folgenden Schritt wurde eine geschichtete Betrachtung und Testung des
Patientenkollektivs durchgefiihrt; dabei wurde gepriift, inwieweit die im ersten Schritt
getroffenen vier Aussagen wiederholbar wiren. Die Schichtung erfolgte nach Therapieregime,
Therapieregime und Virusgenotyp sowie in allen Schichten zusitzlich nach Geschlecht. Tabelle
15 gibt einen Uberblick iiber die betrachteten und getesteten Schichten und ihre jeweiligen
Fallzahlen. Die Ergebnisse der Testungen der einzelnen Schichten sind in Tabelle 16 und 17

dargestellt. Die den Testungen zugrunde liegenden Mehrfeldertafeln sind im Abschnitt
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»Schichten charakterisierende Mehrfeldertafeln® (S. 66ff) wiedergegeben. Dabei beziehen sich
Tabelle 16 und die ,,Mehrfeldertafeln mit nominaler Polymorphismuskodierung® (S. 66ff) auf
die beiden ersten der bisher getroffenen vier Aussagen:

» Die Auspriagung des Polymorphismus Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) hat signifikanten
Einfluss darauf, ob sich der Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende im
Normbereich befindet.

= Die Wahrscheinlichkeit fiir einen derart definierten Therapieerfolg scheint tendenziell —
wenn auch nicht signifikant - in folgender Reihenfolge anzusteigen: (CGG)77 < (CGG)78
<(CGG)gys.

Tabelle 17 und die ,Mehrfeldertafeln mit dichotomer Polymorphismuskodierung® (S. 68ff)
beziehen sich auf die dritte und vierte bisher getroffene Aussage:

= Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)s — im Gegensatz zum mono- oder bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant mit einem GPT-definierten
Therapieerfolg assoziiert.

= Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG)s — ist signifikant mit GPT-definiertem

Therapieversagen assoziiert.

Schichtung nach Therapieregime
Die erste Schichtung erfolgte anhand des Therapieregimes. Das ungeschichtete Kollektiv

umfasste Patienten, die vier verschiedenen Therapieregimen folgend behandelt worden waren,;
diese Regime unterschieden sich voneinander in der Wirkstoffkombination und der
Wirkstoffdosierung (siche Tab. 14); wihrend die Wirkstoffkombination fiir jeden einzelnen
Patienten genau dokumentiert ist, ldsst sich die Wirkstoffdosierung pro kg Korpergewicht
aufgrund fehlender Korpergewichtsangaben und uneindeutiger Ribavirin-Dosierungsvorschriften
nicht prizise angeben. Aus diesem Grund erfolgte keine Schichtung nach Wirkstoffdosierung -
geschichtet wurde nur nach Wirkstoftkombination: Hierzu wurden die Patienten in zwei
Gruppen aufgeteilt; die groBere Gruppe (n=70) umfasste alle mit einer Consensus-Interferon-
Ribavirin-Kombinationstherapie Behandelten (Regime 1-3), die kleinere (n=4) schloss alle
Consensus-Interferon-Monotherapierten ein (Regime 4). Aufgrund ihrer geringen GroBe und des
Umstandes, dass die Polymorphismusmanifestation (CGG)77 in ihr nicht auftrat, wurde diese
Schicht von der Testung ausgeschlossen. Statistisch getestet wurde nur die Schicht der

Consensus-Interferon-Ribavirin-Kombinationstherapierten.
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Tab. 14: Therapieregime

Regime 1 Regime 2 Regime 3 Regime 4
Woche 1-4 CIFN 27 ug/ Tag CIFN 18 ug/ Tag CIFN 18 ng/ Tag CIFN 18 ng/ Tag
Woche 5-12 CIFN 18 pg/ Tag CIFN 9 pg/ Tag CIFN 9 pg/ Tag CIFN 9 pg/ Tag
Woche 13-36 CIFN 3x 9 pg/ CIFN 3 x 9 pg/ CIFN 3 x 9 pg/ CIFN 3 x 9 ng/

Woche Woche Woche Woche

+ + +

Ribavirin 1.000 Ribavirin 1.000 Ribavirin 600 oder

oder 1.200 mg/ Tag | oder 1.200 mg/ Tag | 800 mg/ Tag
Woche 37-48 CIFN 3 x 9 g/ CIFN 3 x 9 pg/ CIFN 3 x 9 g/ CIFN 3 x9 pg/
(nur wenn Woche Woche Woche Woche
negativer HCV- | + + *
RNA-Befund Ribavirin 1.000 Ribavirin 1.000 Ribavirin 600 oder
nach Woche 36) oder 1.200 mg/ Tag | oder 1.200 mg/ Tag | 800 mg/ Tag

CIFN: Consensus-Interferon

Schichtung nach Therapieregime und Virusgenotyp

Das Kollektiv der Consensus-Interferon-Ribavirin-Kombinationstherapierten wurde in einem
weiteren Schritt zusdtzlich anhand der Virusgenotypen geschichtet (siche Tab. 15). Beobachtet
wurden dabei die Virusgenotypen 1, 2 und 3. Die Gruppen der mit den Virusgenotypen 2 und 3
infizierten Patienten beinhalteten ausschlie8lich Patienten, deren Serum-GPT sich innerhalb des
Normbereiches befand; statistisch testbar war also nur die Gruppe der mit Virusgenotyp 1

Infizierten.

Zusatzliche Schichtung nach Geschlecht
In einem letzten Schichtungsschritt wurden die drei bisher getesteten Kollektive (d. h. das

ungeschichtete Patientenkollektiv, die Schicht der Kombinationstherapierten und die Schicht der
kombinationstherapierten Virusgenotyp-1-Infizierten) zusétzlich nach Geschlecht geschichtet

und getestet (siche Tab. 15).

Ergebnisse der geschichteten Testung
Die getesteten Schichten lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Schichten, die beide

Geschlechter enthalten, und Schichten die nur je ein Geschlecht enthalten.

Die Testungen der Schichten, die sowohl Frauen als auch Ménner enthalten, fiihrten allesamt zu
signifikanten Testergebnissen und uneingeschrinkten Bestitigungen der anhand der Testung des
ungeschichteten Kollektivs gewonnenen vier Aussagen (siche Tab. 16 und 17).

Die geschlechtsspezifischen Schichten unterschieden sich hinsichtlich GroéBe und Testergebnis.
In den Frauengruppen wurde der Einfluss des Polymorphismus auf einen GPT-definierten
Therapieerfolg in keinem Fall als signifikant gewertet und nur in der kleinsten von drei Gruppen

deuteten die Daten an, dass die Therapieerfolgswahrscheinlichkeit in der bisher beobachteten
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Reihenfolge (CGG)77 < (CGG)75 < (CGG)gg ansteige (siche Mehrfeldertafeln 16 bis 18). In den
beiden anderen Gruppen wurde folgende Reihenfolge angedeutet: (CGG)7z < (CGG)y7 <
(CGG)gs. Bei einer Aufteilung der Frauengruppen anhand des Kriteriums ,,Vorhandensein
versus Nichtvorhandensein von Allel (CGG);* war jedoch wieder die angedeutete Tendenz zu
beobachten, dass das Vorhandsein von Allel (CGG); mit GPT-definiertem Therapieversagen
assoziiert sei (siche Mehrfeldertafeln 24 bis 26).

In den Maénnergruppen wurde der signifikante Einfluss des Polymorphismus auf den GPT-
definierten Therapieerfolg in allen Féllen ebenso bestitigt wie die Tendenz, dass die
Wabhrscheinlichkeit fiir Therapieerfolg in folgender Reihenfolge ansteige: (CGG)77 < (CGG)ss <
(CGG)gs. Auch die Aussage, dass das mono- oder bi-chromosomale Vorhandensein des Allels
(CGG); im Gegensatz zum bi-chromosomalen Auftreten des Allels (CGG)g mit GPT-definiertem
Therapieversagen assoziiert sei, wurde in der grofiten der drei Ménnergruppen als signifikant
gewertet.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der geschichteten Testung und insbesondere der
geschlechtsspezifischen, geschichteten Testung ist jedoch der Einfluss der Fallzahl innerhalb der
einzelnen Schichten zu beachten. Die geschlechtsunspezifischen Schichten sind wesentlich
groBer als die entsprechenden geschlechtsspezifischen Schichten — und innerhalb der
geschlechtsspezifischen Gruppen sind wiederum die Ménnergruppen wesentlich groBBer als die
entsprechenden Frauengruppen. Wihrend das ungeschichtete Patientenkollektiv 83 Probanden
umfasst, enthdlt selbst die grofite frauenspezifische Schicht nur noch 32 Probandinnen, die

kleinste nur 13.
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Tab. 15: Schichten des Kollektivs, fir das folgende zwei Parameter eindeutig bestimmt sind:
- ,,Auspragung von c.1-310 CGG(7_9)“
- ,,Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende unterhalb der oberen Normgrenze [ja/nein]**

Ar}zahl Patientengruppe
Patienten
83 Ungeschichtetes Patientenkollektiv
70 CIFN-Ribavirin-Kombinationstherapie
41 Virusgenotyp 1
7 Virusgenotyp 2 *
22 Virusgenotyp 3 *
4 CIFN-Monotherapie **
9 Unbekanntes Therapieregime
83 Ungeschichtetes Patientenkollektiv
32 Frauen
47 Manner
4 Unbekanntes Geschlecht
70 Kombinationstherapierte
24 Frauen
42 Manner
4 Unbekanntes Geschlecht
41 Kombinationstherapierte mit Virusgenotyp-1-Infektion
13 Frauen
25 Manner
3 Unbekanntes Geschlecht

CIFN: Consensus-Interferon

* GPT nur im Normbereich: die Schicht ist nicht auswertbar

** (CGQG)yy; tritt in dieser Gruppe nicht auf: Die Schicht wurde nicht getestet.
Fettdruck: diese Schichten wurden statistisch getestet.
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Tab. 16: Ergebnisse der statistischen Testung einzelner Schichten anhand von Mehrfeldertafeln, in denen die
Auspragung des Polymorphismus nominal kodiert ist

zugrunde liegende

Exakter Test nach Fisher:

Virusgenotyp-1-infizierte Manner

Schicht o . Fallzahl
Mehrfeldertafel exakte, 2-seitige Signifikanz

Alle Patienten Mehrfeldertafel 6 0,018 83
Kombinationstherapierte Patienten Mehrfeldertafel 14 0,013 70
Kpmbmatlonstheraplerte Patienten mit Mehrfeldertafel 15 0014 A1
Virusgenotyp 1

Alle Frauen Mehrfeldertafel 16 0,497 32
Kombinationstherapierte Frauen Mehrfeldertafel 17 0,296 24
KmelnatlonSthe.rap l.erte Mehrfeldertafel 18 0,276 13
Virusgenotyp-1-infizierte Frauen

Alle Méanner Mehrfeldertafel 19 0,032 47
Kombinationstherapierte Manner Mehrfeldertafel 20 0,017 42
Kombinationstherapierte Mehrfeldertafel 21 0,045 25

Tab. 17: Ergebnisse der statistischen Testung einzelner Schichten, anhand von Mehrfeldertafeln, in denen die
Auspragung des Polymorphismus dichotom kodiert ist

zugrunde liegende

Exakter Test nach Fisher:

Virusgenotyp-1-infizierte Ménner

Schicht . . Fallzahl
Mehrfeldertafel exakte, 2-seitige Signifikanz

Alle Patienten Mehrfeldertafel 12 0,023 83
Kombinationstherapierte Patienten Mehrfeldertafel 22 0,018 70
Kpmblnatlonstheraplerte Patienten mit Mehrfeldertafel 23 0014 a1
Virusgenotyp 1

Alle Frauen Mehrfeldertafel 24 0,370 32
Kombinationstherapierte Frauen Mehrfeldertafel 25 0,262 24
Kombinationstherapierte Mehrfeldertafel 26 0.228 13
Virusgenotyp-1-infizierte Frauen

Alle Méanner Mehrfeldertafel 27 0,026 47
Kombinationstherapierte Manner Mehrfeldertafel 28 0,114 42
Kombinationstherapierte Mehrfeldertafel 29 0,105 25

65




Ergebnisse

Schichten charakterisierende Mehrfeldertafeln

Mehrfeldertafeln mit nominaler Polymorphismuskodierung

Mehrfeldertafel 14: Kombinationstherapierte Patienten

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 Anzahl 7 3 10
% 70,0 % 30,0 % 100,0 %
Anzahl 27 5 32
% 84,4 % 15,6 % 100,0 %
Anzahl 28 0 28
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 62 8 70
% 88,6 % 11,4 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 15: Kombinationstherapierte Patienten mit Virusgenotyp 1
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 Anzahl 3 3 6
% 50,0 % 50,0 % 100,0 %
Anzahl 14 5 19
% 73,7 % 26,3 % 100,0 %
Anzahl 16 0 16
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 33 8 41
% 80,5 % 19,5 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 16: alle Frauen
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 Anzahl 4 1 5
% 80,0 % 20,0 % 100,0 %
Anzahl 11 4 15
% 73,3 % 26,7 % 100,0 %
Anzahl 11 1 12
% 91,7 % 8,3 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 26 6 32
% 81,3% 18,8 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 17: Kombinationstherapierte Frauen

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7r Anzahl 4 1 5
% 80,0 % 20,0 % 100,0 %
(CGG)y3 Anzahl 8 3 11
% 72,7 % 27,3 % 100,0 %
(CGG)gys Anzahl 8 0 8
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 20 4 24
% 83,3% 16,7 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 18: Kombinationstherapierte Frauen mit Virusgenotyp 1
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)y7 Anzahl 1 1 2
% 50,0 % 50,0 % 100,0 %
(CGG)y5 Anzahl 4 3 7
% 57,1 % 42,9 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 4 0 4
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 9 4 13
% 69,2 % 30,8 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 19: alle Manner
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7 Anzahl 3 2 5
% 60,0 % 40,0 % 100,0 %
(CGG)y3 Anzahl 17 4 21
% 81,0 % 19,0 % 100,0 %
(CGG)gs Anzahl 21 0 21
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 41 6 47
% 87,2 % 12,8 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 20: Kombinationstherapierte Manner

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)77 Anzahl 3 2 5
% 60,0 % 40,0 % 100,0 %
(CGG)y3 Anzahl 16 2 18
% 88,9 % 11,1 % 100,0 %
(CGG)gg Anzahl 19 0 19
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 38 4 42
% 90,5 % 9,5% 100,0 %
Mehrfeldertafel 21: Kombinationstherapierte Manner mit Virusgenotyp 1
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)y7 Anzahl 2 2 4
% 50,0 % 50,0 % 100,0 %
(CGG)y5 Anzahl 8 2 10
% 80,0 % 20,0 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 11 0 11
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 21 4 25
% 84,0 % 16,0 % 100,0 %
Mehrfeldertafeln mit dichotomer Polymorphismuskodierung
Mehrfeldertafel 22: Kombinationstherapierte Patienten
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 718 Anzahl 34 8 42
% 81,0 % 19,0 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 28 0 28
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 62 8 70
% 88,6 % 11,4 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 23: Kombinationstherapierte Patienten mit Virusgenotyp 1

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 7/8 Anzahl 17 8 25
% 68,0 % 32,0 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 16 0 16
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 33 8 41
% 80,5 % 19,5 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 24: alle Frauen
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 7/8 Anzahl 15 5 20
% 75,0 % 25,0 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 11 1 12
% 91,7 % 8,3 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 26 6 32
% 81,3 % 18,8 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 25: Kombinationstherapierte Frauen
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 718 Anzahl 12 4 16
% 75,0 % 25,0 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 8 0 8
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 20 4 24
% 83,3 % 16,7 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 26: Kombinationstherapierte Frauen mit Virusgenotyp 1

Serum-GPT:

56 Wochen nach Therapieende

unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 7/8 Anzahl 5 4 9
% 55,6 % 44,4 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 4 0 4
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 9 4 13
% 69,2 % 30,8 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 27: alle Manner
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 7/8 Anzahl 20 6 26
% 76,9 % 23,1 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 21 0 21
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 41 6 47
% 87,2 % 12,8 % 100,0 %
Mehrfeldertafel 28: Kombinationstherapierte Manner
Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein
c.1-310 (CGG)7/7 oder 718 Anzahl 19 4 23
% 82,6 % 17,4 % 100,0 %
(CGG)gss Anzahl 19 0 19
% 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 38 4 42
% 90,5 % 9,5 % 100,0 %
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Mehrfeldertafel 29: Kombinationstherapierte Manner mit Virusgenotyp 1

Serum-GPT:
56 Wochen nach Therapieende
unterhalb der oberen Normgrenze Gesamt
ja nein

c.1-310 (CGG)7/7 oder 718 Anzahl 10 4 14
% 71,4 % 28,6 % 100,0 %

(CGG)gss Anzahl 11 0 11

% 100,0 % 0% 100,0 %

Gesamt Anzahl 21 4 25
% 84,0 % 16,0 % 100,0 %

4.4.5 Zusammenfassung dieser Analyse

Definiert man den Erfolg einer Interferon-basierten CHC-Therapie iiber einen Serum-GPT-Wert,
der sich 56 Wochen nach Therapieende im Normbereich befindet, so lassen sich die Ergebnisse
der statistischen Auswertung folgendermaflen zusammenfassen:

1. Die Ausprigung des Polymorphismus Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) hat
signifikanten Einfluss auf den Erfolg einer Interferon-basierten CHC-Therapie.

2. Die Wabhrscheinlichkeit fiir Therapieerfolg scheint tendenziell in folgender
Reihenfolge anzusteigen: (CGG)7/7 < (CGG)73 < (CGG)gys.

3. Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)g — im Gegensatz zum mono- oder bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant mit Therapieerfolg
assoziiert.

4. Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG)s — ist signifikant mit Therapieversagen
assoziiert.

sowie Therapieregime und

Diese Aussagen konnten unabhingig von Therapieregime

Virusgenotyp getroffen werden.

71



Diskussion

5 Diskussion

Diese Arbeit stellt die Frage, ob es im Ferroportin-Gen Polymorphismen gibt, die Vorhersagen
erlauben tliber Erfolg oder Versagen Interferon-basierter Therapien der chronischen Hepatitis C.

Die hier erarbeiteten Ergebnisse legen dieses nahe.

Die Frage wurde aus folgendem Grund gestellt: Die chronische Hepatitis C (CHC) ist eine
Krankheit mit hoher und anscheinend wachsender Privalenz und Inzidenz, ohne verfligbare
Impfung, mit groBteils unbekanntem Infektionsweg, die nur durch Lebertransplantation oder
Interferon-basierte Medikation behandelt werden kann. Die medikamentdse Therapie kann bis zu
72 Wochen dauern; die von ihr verursachten Nebenwirkungen treten hdufig auf und kénnen
Lebensqualitit und Erwerbsfdhigkeit stark einschranken. Der Erfolg der Therapie lédsst sich oft
erst Monate nach ihrem Ende beurteilen. In Abhéngigkeit vom behandelten und untersuchten
Patientenkollektiv betrdgt die Therapie-Erfolgsquote teils nur 50 %. Pridiktoren, die die
Therapieerfolgswahrscheinlichkeit bereits vor Therapiebeginn abschitzen lieBen, wiirden Arzten
bei der Beratung und Patienten bei der Entscheidung iiber Therapiefortfiihrung, -abbruch und —
wiederaufnahme helfen. Im Idealfall konnten sie das Verstindnis iiber die Pathomechanismen
der CHC erweitern und zur Verbesserung bestehender oder zur Entwicklung neuer, kausaler

Therapieformen fiihren.

Warum wurde bei der Suche nach moglichen Therapieerfolgspradiktoren das Gen Ferroportin
untersucht? Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass erhohter hepatozytirer Eisengehalt mit
verringerten Therapieerfolgsraten assoziiert sei. Das Ferroportin-Protein ist der zurzeit einzig
bekannte Transporter intrazelluldren Eisens in den Extrazellularraum. Varianten in Struktur oder
Expression dieses Proteins konnten entscheidenden Einfluss auf den hepatozytiren Eisengehalt

und somit auf den Therapieverlauf aufweisen.

Die Beantwortung der Frage, ob das Ferroportin-Gen Polymorphismen aufweise, die CHC-

Therapieerfolgspradiktoren sein kdnnten, verlief in den folgenden vier Schritten:
e Sequenzanalyse
e Haplotypenanalyse
e Polymorphismenscreening
e Statistische Auswertung
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Sequenzanalyse: Zweck dieses ersten Arbeitsschrittes war es, hdaufige Polymorphismen in den
funktionell relevanten Gen-Regionen zu identifizieren. Nach hdufigen Polymorphismen wurde
gefragt, da nach Priadiktoren hdufiger Zustinde gesucht wurde: Therapieerfolg und
Therapieversagen sind beides hdufige Ausgéinge Interferon-basierter CHC-Therapien. Um eine
eventuelle, unfreiwillige Vorauswahl der Polymorphismen so gut es geht zu vermeiden, wurde
dieser Untersuchungsschritt an einem moglichst diversifizierten Probandenkollektiv
vorgenommen; es bestand sowohl aus gesunden Probanden als auch aus CHC-Patienten mit

unterschiedlichen Virusgenotypen und Therapieausgdngen. Diversitit war hier erwiinscht.

Insgesamt wurden 65 Probanden untersucht: 50 CHC-Patienten und 15 klinisch unauffillige
Institutsmitarbeiter. Folgende Abschnitte des Ferroportin-Gens wurden dabei einer
Sequenzanalyse unterzogen: die 5’-UTR, die 3’-UTR, alle acht Exone und die an die Exone
angrenzenden Bereiche der Introne. Insgesamt wurden elf Polymorphismen-Loci identifiziert.
Sieben dieser Polymorphismen sind in der Literatur bereits beschrieben, vier werden an dieser

Stelle zum ersten Mal dargestellt (siche Tab. 8).

Bei zehn Polymorphismen handelt es sich um SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) — bei
einem um eine Deletion/Insertion von drei Basenpaaren (CGG) innerhalb eines Repeats eben
dieser drei Basenpaare: Dieser Polymorphismus befindet sich in der 5’-UTR. Von den zehn
SNPs sind weitere zwei in der 5’-UTR, einer in der 3’-UTR, sechs intronisch und einer exonisch

lokalisiert; der exonische Polymorphismus bewirkt keinen Aminosdurenaustausch.

In der 5°-UTR befindet sich an der Position c.1-194-233 ein die Translation beeinflussendes Iron
Responsive Element (IRE). Die drei in der 5’-UTR identifizierten Polymorphismen flankieren
dieses IRE: Sie sind 77 Basenpaare vor sowie 96 bzw. 186 Basenpaare hinter dem IRE
lokalisiert. Das in der 5’-UTR befindliche IRE wurde als funktional beschrieben (128): Ein an
das IRE bindendes IRP (Iron Regulatory Protein) inhibiere die Translation der Ferroportin-
mRNA (129).

Von den sieben im betrachteten Probandenkollektiv beobachteten, bereits publizierten
Polymorphismen sind vier in der Literatur funktional betrachtet worden (PM1, 2, 3, 5) (130):
Dabei wurde erfolglos nach Assoziationen zwischen den einzelnen Polymorphismen und
Verianderungen der Serum-Ferritin- und —Transferrin-Werte gefragt. Unserem Kenntnisstand
nach handelt es sich hierbei um die zurzeit einzige vorliegende Studie zur Funktionalitdt der
benannten Polymorphismen. Dariiber hinaus muss betont werden, dass es sich bei der

Abwesenheit eines Assoziations-Beweises nicht um den Beweis der Assoziations-Abwesenheit
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handelt.

Unabhédngig von den Ergebnissen der hier durchgefiihrten Sequenzanalyse sind fiir das
Ferroportin-Gen in der NCBI-SNP-Datenbank 152 Polymorphismen verzeichnet (Stand
22.07.2008) — darunter neun Aminosduren-tauschende, die mit der Himochromatose Typ IV
assoziiert sind (siche Kapitel 1.3.7). Keiner der Himochromatose-assoziierten Polymorphismen

wurde im untersuchten Kollektiv beobachtet.

Haplotypenanalyse: Im ersten Arbeitsschritt waren Ferroportin-Polymorphismen anhand eines
gewollt uneinheitlichen Probandenkollektivs identifiziert worden. Dieses mit 65 Probanden auch
vergleichsweise kleine Kollektiv war nur fiir den Zweck der Polymorphismen-Identifizierung
bestimmt; es sollte nicht auf Korrelationen zwischen Polymorphismen und Therapie-Erfolgs-
Surrogatparametern hin getestet werden. Diese Tests sollten an einem wesentlich groferen und
vor allem moglichst einheitlichen, zweiten Kollektiv erfolgen. Um multiples Testen auf ein
Mindestmal} zu beschrinken, sollte dieses zweite Kollektiv auch nicht wahllos auf alle im ersten
Arbeitsschritt identifizierten Polymorphismen hin getestet werden. Getestet werden sollten nur
die funktional wahrscheinlich relevanten, nicht absolut aneinander gekoppelt aufgetretenen,
hiufigen Polymorphismen. Die Identifizierung dieser Polymorphismen erfolgte mittels
Haplotypenanalyse (siche Kapitel 4.2). Von den elf in der Sequenzanalyse bestimmten
Polymorphismen wurden fiinf ausgewahlt: alle drei in der 5°’-UTR befindlichen Polymorphismen

sowie der exonische und ein an dieser Stelle erstbeschriebener intronischer Polymorphismus.

Polymorphismenscreening: In diesem Arbeitsschritt wurde ein 200 CHC-Patienten
umfassendes Probandenkollektiv auf die fiinf mittels Haplotypenanalyse identifizierten
Polymorphismen hin gescreent. Um fiir den spidteren Test auf Korrelation zwischen
Polymorphismen und  Therapie-Erfolgs-Parametern  moglichst ~ viele  Stdrvariablen
auszuschlieBen, wurde ein Kollektiv gewdhlt, das ausschlieBlich aus therapienaiven CHC-
Patienten bestand, die einen strengen Katalog an Ein- und Ausschlusskriterien erfiillen mussten
(siehe Kapitel 3.1.3). Um eine in der Klinik eventuell unerkannt gebliebene Himochromatose als
Storvariable auszuschlieBen, wurden die 200 Patienten auch auf die zum Untersuchungszeitpunkt
bekannten, hdufigsten mit Himochromatose assoziierten Mutationen HFE C282Y und H63D hin
gescreent. C282Y-Homozygotie wurde nicht beobachtet; C282Y/H63D-compound-
Heterozygotie wurde in zwei Fillen festgestellt, die nicht in die statistische Auswertung

miteinbezogen wurden.
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Statistische Auswertung: Zweck dieses Arbeitsschrittes war es, folgende Frage zu beantworten:
Konnte der Ausgang einer Interferon-basierten Therapie einer chronischen Hepatitis C abhédngig

von einem oder mehreren der hdufigen Ferroportin-Polymorphismen sein?

Die Beantwortung dieser Frage erfolgte in mehreren Schritten: Zuerst wurde eine Definition des
idealen Therapieerfolges vorgenommen (s. u.); da dieser bei noch keinem der untersuchten
Patienten bestimmbar war, folgte die Suche nach Surrogatparametern. Hierzu wurde zuerst die
Literatur auf verwendete Surrogatparameter fiir CHC-Therapieerfolg hin durchsucht; im
Anschluss erfolgte eine Betrachtung der Grenzen der Aussagekraft dieser Surrogatparameter.
AbschlieBend wurden die klinischen Charakterisierungen der in dieser Arbeit untersuchten
Patienten auf die aussagekriftigsten, erhobenen Surrogatparameter hin gesichtet. Zwei Parameter
wurden als Surrogatparameter ausgewdhlt und in der statistischen Testung als Ersatz fiir den
nicht erhebbaren, ideal definierten Therapieerfolg verwendet. Die statistische Testung selbst
erfolgte anhand von Mehrfeldertafeln, in denen Patientengruppen einerseits durch die nominale
Auspriagung eines Ferroportin-Polymorphismus und andererseits durch die dichotome
Ausprigung eines Surrogatparameters fiir klinisch relevanten Therapieerfolg beschrieben

wurden.

Therapieerfolg: Idealerweise wire er durch eine Riickbildung aller bestehenden pathologischen
Veranderungen und ein Nichteintreten von Komplikationen definiert. Da jedoch Komplikationen
wie Leberzirrhose und Hepatozelluldres Karzinom oft erst Jahrzehnte nach der Infektion
auftreten, kann auch ihr Nichteintreten erst Jahrzehnte nach der Infektion und damit unter
Umstidnden auch erst Jahrzehnte nach dem Therapieende ausgeschlossen werden. Der Erfolg
einer Therapie kann pragmatischerweise also nur an Ersatzparametern gemessen werden: an
Parametern, die in einem kiirzeren Zeitraum nach Therapieende bestimmt werden. Diese
Parameter werden Surrogatparameter flir klinisch relevanten Therapieerfolg genannt (siehe
Kapitel 1.1.11). Zwei sind gebrauchlich: das so genannte nachhaltige virale Ansprechen (SVR =
Sustained Viral Response) und das biochemische Ansprechen. Beide werden sechs Monate nach
Therapieende bestimmt und sind folgendermaflen definiert: Nachhaltiges virales Ansprechen
entspricht einer Serum-Viruslast unterhalb der unteren Nachweisgrenze - biochemisches

Ansprechen entspricht einem Serum-GPT-Wert innerhalb des Normbereiches.

In frilhen Studien zum Erfolg von CHC-Therapien wurde iiberwiegend das biochemische
Ansprechen als Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg verwendet (51).
Heutzutage ist virales Ansprechen der am meisten verwendete Surrogatparameter. Keiner der

beiden Parameter ist jedoch validiert (siche Kapitel 1.1.11) und keiner von beiden ist unstrittig.
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Folgende Umsténde fiihrten vermutlich zur vermehrten Verwendung des viralen Ansprechens als

Surrogatparameter:

Es wurde beschrieben, dass virale Ansprechraten geringer seien als biochemische (131), und
dass Patienten mit biochemischem Ansprechen z. T. noch virdmisch waren (132). In vereinzelten
Féllen wurde trotz vorliegenden biochemischen Ansprechens das histologische und klinische
Fortschreiten einer CHC beobachtet (133, 134). Eine Studie beschrieb, dass Patienten mit
anhaltend normaler GPT weniger histologisch beschreibbare Leberschiden aufwiesen, wenn im

Serum auch keine HCV-RNA nachweisbar war (135).

Diese Beobachtungen liefen vermutlich annehmen, dass virales Ansprechen seltener zu falsch
positiven Test-Resultaten flihre als biochemisches Ansprechen. Diese Annahme konnte
methodenbedingt bisher jedoch noch nicht iiberpriift werden (siehe S. 10f). Auch existieren eine
Reihe von Beobachtungen, die es fraglich erscheinen lassen, ob virales Ansprechen ein
verldsslicherer Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg ist als biochemisches

Ansprechen:

Auch bei nicht erreichtem viralen Ansprechen wurde histologisches Ansprechen beobachtet
(136). Bei Serum-Viruslast unterhalb der unteren Nachweisgrenze wurde folgende
Befundkombination beschrieben: erhohtes Serum-GPT, histologisch gesicherte Leberentziindung
mit Leberfibrose sowie HCV-RNA-Nachweis in Hepatozyten (42). In zahlreichen Studien
konnte keine Korrelation zwischen Leber-Viruslast und histologisch beschriebenem
Leberschaden gefunden werden (137-141), wihrend eine Korrelation zwischen Viruslast in
Leber und Serum gesehen wurde (138). Wiahrend zahlreiche Studien beschreiben, dass Patienten
mit anhaltend normalem GPT weniger wahrscheinlich eine Leberfibroseprogression erfahren als
Patienten mit erhohtem GPT (133, 134, 142-148), halten sich die Anzahl der Studien, die der
Serum-Viruslast einen Einfluss auf die Fibroseprogression zuschreiben (147-149), und die, die
dies nicht tun (138, 144, 150), die Waage. Auch Review-Artikel und Leitlinien betrachten GPT
als etablierten (26, 151) und die Serum-Viruslast bestenfalls als strittigen Prédiktor einer

Leberfibroseprogression (26, 137, 151).

Die Aussagekraft des viralen Ansprechens als Surrogatparameter fiir klinisch relevanten
Therapieerfolg wird dariiber hinaus dadurch eingeschrankt, dass der Nichtnachweis von HCV-
RNA nicht automatisch das Nichtvorhandensein von HCV-RNA im Serum bedeutet; er kann
dies bedeuten; er kann aber auch das Vorhandensein einer Menge von HCV-RNA bedeuten, die

lediglich unterhalb der unteren Nachweisgrenze des verwendeten Verfahrens liegt. Diese untere
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Nachweisgrenze ist kein fixer Wert — sie ist abhidngig von der Bestimmungsmethode, vom
Hersteller des Tests und vom in der Probe vorliegenden Virusgenotyp (152). Hinzu kommt, dass
die Sensitivitit von Viruslastbestimmungsverfahren umso kleiner wird, je kleiner die Menge der

in der Probe vorhandenen HCV-RNA ist (153).

In Bezug auf die Serum-Viruslast muss erwidhnt werden, dass im Rahmen der Studie zwei
verschiedene Bestimmungsverfahren Anwendung fanden: ,,COBAS AMPLICOR HCV Monitor
v2.0 der Firma Roche und ,,Ortho trak-c*“ der Firma Johnson & Johnson. Der erste Test weist
HCV-RNA im Serum nach, der zweite ein HCV-Coreantigen. Entscheidender als der
Unterschied in der Nachweismethode ist jedoch der Unterschied in Bezug auf die untere
Nachweisgrenze: Dem ersten Test wird eine untere Nachweisgrenze von 600 IU/ml (154) bei
einer Konzentration von 2,5 Viruskopien pro IU zugeschrieben (155, 156). Die untere
Nachweisgrenze liegt also ungefahr bei 1500 Viruskopien/ml. Der zweite Test hat laut Hersteller
eine untere Nachweisgrenze von 1,5 pg Coreantigen/ml; Aussagen dazu, wie viel pg Coreantigen
wie vielen Viruskopien entsprechen, bzw. ob zwischen Coreantigenmasse und
Viruskopienanzahl iiberhaupt eine Korrelation besteht, werden nicht gemacht. Messungen von
anderer Seite ergaben, dass mit dem trak-c-Test negativ getestete Proben HCV-RNA mit
Konzentrationen bis zu 7700 Viruskopien/ml enthielten (157). Dieser Studie folgend wird die
untere Nachweislast des trak-c-Tests bei 8000 Viruskopien/ml gesehen. Die unteren
Nachweisgrenzen der beiden verwendeten Verfahren unterscheiden sich also um mehr als den

Faktor 4.

Zwar ist die Wertigkeit von nachhaltigem viralen Ansprechen und biochemischem Ansprechen
als Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg zur Zeit nicht gesichert, diese
Sicherung ist allerdings auch noch nicht mdglich; in Abwesenheit eines validierten
Surrogatparameters fiir klinisch relevanten Therapieerfolg einer CHC-Therapie wurde deshalb in
der statistischen Auswertung dieser Arbeit der Therapieerfolg sowohl durch virales als auch

durch biochemisches Ansprechen definiert.

Die Patienten des untersuchten Kollektivs waren nach Therapieende sowohl durch Serum-
Viruslast als auch durch Serum-GPT charakterisiert; Leberbiopsien waren nur vor
Therapiebeginn nicht aber nach Therapieende erfolgt. Die letzte Bestimmung von Viruslast und
GPT war drei, sechs und 12 Monate nach Therapieende erfolgt. Um so viele Relapser wie
moglich auszuschlieBen, wurden als Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg

die 12 Monate nach Therapieende erhobenen Werte verwendet.
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Nicht fiir alle genetisch charakterisierten Patienten waren sowohl Serum-Viruslast als auch
Serum-GPT 12 Monate nach Therapieende beschrieben. Es gab Patienten, die durch beide, einen

der beiden als auch keinen der beiden Parameter beschrieben waren (siehe Tab. 11).

Bei der statistischen Testung wurde anhand von Mehrfeldertafeln und Exakten Tests nach Fisher
gepriift, ob Korrelationen zwischen Polymorphismus- und Surrogatparameter-Auspriagungen
bestiinden. In diese Testung einbezogen wurden einerseits die fiinf mittels Haplotypenanalyse
bestimmten Ferroportin-Polymorphismen und andererseits die iiber die Ausprigung von Serum-
Viruslast und -GPT definierten Surrogatparameter fiir klinisch relevanten Therapieerfolg. Die

Testung erfolgte in mehreren Schritten.

Erste ungeschichtete Testung: Um die Suche nach eventuell vorhandenen Korrelationen mit
moglichst groBen Fallzahlen zu beginnen, erfolgte die statistische Testung zuerst anhand des
ungeschichteten Patientenkollektivs. Dieser Testung (sieche Tab. 12 und Mehrfeldertafel 6) lieBen

sich folgende zwei Aussagen entnehmen:

1. Die Auspriagung von Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) hat signifikanten Einfluss darauf, ob
sich der Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende im oder iiber dem
Normbereich befindet (p=0,018; n=83).

2. Die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich der Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach
Therapieende im Normbereich befindet, scheint tendenziell, wenn auch nicht signifikant,

in folgender Reihenfolge anzusteigen: (CGG)7/7 < (CGG)73 <(CGG)gys.

Zweite ungeschichtete Testung: Um den in der zweiten Aussage angedeuteten Einfluss der
mono-chromosomalen Allele (CGG); und (CGG)g auf den Serum-GPT-Wert zu erhellen,
erfolgte eine weitere Testung (siehe Tab. 13 und Mehrfeldertafel 12), die die folgenden zwei

zusitzlichen Feststellungen erlaubte:

e Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG)s — ist signifikant assoziiert mit einem oberhalb des
Normbereiches liegenden Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende (p=0,023;
n=83).

e Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)s — im Gegensatz zum mono- oder bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant assoziiert mit einem innerhalb
des Normbereiches liegenden Serum-GPT-Wert 56 Wochen nach Therapieende
(p=0,023; n=83).
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Definiert man den Erfolg der Therapie einer CHC iiber einen im Normbereich befindlichen
Serum-GPT-Wert ein Jahr nach Therapieende, so lassen sich die bisher getroffenen Aussagen

folgendermallen zusammenfassen:

1. Die Auspriagung des Polymorphismus Ferroportin ¢.1-310 CGG(7_9) hat signifikanten
Einfluss auf den Erfolg einer Interferon-basierten CHC-Therapie.
2. Die Wahrscheinlichkeit fiir Therapieerfolg scheint tendenziell in folgender Reihenfolge
anzusteigen: (CGG)77 < (CGG)75 <(CGQ)gss.
3. Das bi-chromosomale Vorliegen von (CGG)s — im Gegensatz zum mono- oder bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG); — ist signifikant mit Therapieerfolg assoziiert.
4. Das mono- oder bi-chromosomale Vorliegen von (CGG); — im Gegensatz zum bi-
chromosomalen Vorliegen von (CGG)s — ist signifikant mit Therapieversagen assoziiert.
Definiert man den Therapieerfolg nicht iiber einen im Normbereich befindlichen Serum-GPT-
Wert sondern iiber eine Serum-Viruslast, die sich unterhalb der unteren Nachweisgrenze des
Viruslastbestimmungsverfahrens befindet, so werden alle vier oben getroffenen Aussagen
tendenziell bestdtigt (siche Mehrfeldertafeln 1 und 13). Dabei ist zu beachten, dass das durch
Viruslast charakterisierte Patientenkollektiv eine geringere Fallzahl aufweist als das durch GPT
charakterisierte Kollektiv — und dass zur Bestimmung der Viruslast zwei verschiedene
Nachweisverfahren mit — wie oben beschrieben — unterschiedlichen unteren Nachweisgrenzen
verwendet wurden.
Geschichtete Testung: Die bisher getroffenen Aussagen bezogen sich auf ein ungeschichtetes
Kollektiv. Um zu priifen, ob sich die oben aufgelisteten Aussagen auch in Abhidngigkeit von
Therapieregime, Virusgenotyp und Geschlecht treffen lieBen, wurden die entsprechenden
Testungen an einzelnen Kollektivschichten wiederholt (siche Tab. 15 bis 17).
Die Schichtung anhand der Therapieregime erfolgte, da IFN-Ribavirin-Kombinationstherapien
hohere Ansprechraten aufweisen als IFN-Monotherapien. Die zusétzliche Schichtung anhand der
Virusgenotypen wurde durchgefiihrt, da bei gleichem Therapieregime fiir verschiedene
Virusgenotypen unterschiedliche Ansprechraten beobachtet werden.
Sowohl die Schichtung nach Therapieregime, als auch die Schichtung nach Therapieregime und
Virusgenotyp bestitigten alle bisher getroffenen Aussagen. Den Aussagen widersprechende
Daten lagen in keinem Fall vor (siche Tab. 16 und 17).
Eine zusétzliche Schichtung nach Geschlecht erfolgte, um zu priifen, ob zwischen Frauen und
Minnern bestehenden Unterschiede im Eisenstoffwechsel, einen Einfluss auf die bisher

getroffenen Aussagen haben konnten.
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Die Testergebnisse der geschlechtsspezifischen Schichten fielen dabei unterschiedlich aus: In
allen Maénnergruppen wurde eine signifikante Assoziation zwischen Polymorphismus-
Auspriagung und GPT-definiertem Therapieerfolg beobachtet, wihrend eine solch signifikante
Assoziation in keiner der drei Frauengruppen zutage trat.

Inwieweit dieser Unterschied zwischen Patientinnen und Patienten auf menstruationsbedingte
Eisenverluste und eventuelle Folgeeffekte zuriickzufiihren ist, bleibt jedoch unklar. Ob, wie viele
und welche Patientinnen bereits die Menopause erreicht hatten ist ebenso unbekannt wie die
angewandten Antikonzeptionsmethoden der nichtmenopausierenden Frauen. Auch weisen die
Frauengruppen die kleinsten Fallzahlen aller getesteten Schichten auf; sie sind kleiner als alle
nicht geschlechtsspezifischen Schichten und auch kleiner als die ihnen entsprechenden
Minnergruppen. Angesichts der geringen Fallzahlen und des unklaren Menstruationsstatus ist
das Abweichen der Frauengruppentestergebnisse von den Ergebnissen in den anderen Schichten
mit Vorsicht zu betrachten.

Ungeschichtete und geschichtete statistische Testung zusammenfassend ldsst sich demnach
folgendes sagen: Es wurde beobachtet, dass die Auspriagung des Polymorphismus Ferroportin
c.1-310 CGG(7_9) einen signifikanten Einfluss auf den GPT-definierten Erfolg einer Interferon-
basierten CHC-Therapie hat.

Da es sich bei der Beobachtung dieser Korrelation um eine Erstbeschreibung handelt, wird neben
der statistischen Signifikanz auch die pathophysiologische Plausibilitit gefordert. Das
pathophysiologische Argument lautet wie folgt: Der Verlauf einer chronischen Hepatitis C wird
durch hepatischen Eiseniliberschuss aggraviert, das Ferroportin-Protein stellt den einzigen zur
Zeit bekannten Exporter intrazelluldren Eisens dar, der Polymorphismus Ferroportin c¢.1-310
CGG(7_9) ist Bestandteil der Promotorregion des Ferroportin-Gens oder folgt unmittelbar auf
diese; d. h. dass Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) eine Verdnderung intrahepatozelluldrer
Eisenkonzentrationen bewirken und damit den Verlauf einer CHC beeinflussen kann.

Die einzelnen Annahmen des pathophysiologischen Arguments werden im Folgenden ndher
erldutert.

Hepatische Eisentberladung aggraviere den CHC-Verlauf

Die Hinweise darauf, dass hepatischer Eiseniiberschuss den Verlauf chronischer HCV-
Hepatitiden aggraviere, sind zahlreich. Parameter hepatischer Eiseniiberladung wurden mit
verstarkter Entziindungsaktivitit (80-82), wverstirkter Fibroseentwicklung (80, 81, 83),
Hepatokarzinogenese (84, 85), Nichtansprechen auf IFN-Ribavirin-Kombinationstherapie (80)
und Nichtansprechen auf IFN-Monotherapie (81, 86-93) korreliert. Eine Meta-Analyse sechs

prospektiver, randomisierter, kontrollierter Studien schloss, dass Phlebotomien die
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Wahrscheinlichkeit —erhdhten, nachhaltiges virales Ansprechen zu erreichen (79).
Eiseniiberschuss fiihrt zur Verstarkung von oxidativem Stress und somit letztlich zur Lipid-,
Protein- und Nukleinsdurenschidigung (75, 76). Uber zelleigene Proteine scheint Eisen die
Translations-Initiation von HCV-RNA zu fordern (97).

Ferroportin ¢.1-310 CGG(7_9) kénnte Bestandteil des Kernpromotors sein

Eine Beschreibung des Promotors des menschlichen Ferroportin-Gens existiert nicht; allerdings
wurden mehrere Promotorelemente beschrieben, deren Lokalisierung den Polymorphismus
Ferroportin c.1-310 CGG(7_9) in oder unmittelbar hinter den Kernpromotor platzieren konnte.
Bei diesen Elementen handelt es sich um den Transkriptionsstartpunkt, eine TATA-Box sowie

zwel GGGCGG-Boxen.

Transkriptionsstartpunkt und TATA-Box sind typische Bestandteile des so genannten
Kernpromotors — jener DNA-Sequenz, die mindestens notwendig ist, um eine prézise
Transkriptions-Initiation zu gewéhrleisten (158). GGGCGG-Boxen wiederum sind oft im

proximalen Promotor enthalten, der 5’-wérts des Kernpromotors lokalisiert ist (159).

Vorliegende Untersuchungen zu diesen Promotorelementen des Ferroportin-Gens erfolgten
anhand der DNA von Maus und Mensch. Die teils widerspriichlichen Ergebnisse werden im

Folgenden dargestellt:

Betrachtet man die 5’-UTR-Sequenzen des Ferroportin-Gens von Maus und Mensch im
Vergleich, lassen sich folgende Feststellungen treffen: Von 3’- nach 5’-wirts weisen beide ein
IRE (Iron Responsive Element), einen CGG-Repeat, eine TATA-Box sowie zwei GGGCGG-
Sequenzen auf. Das N des CGG-Repeats wird beim Menschen mit 7-9 und bei der Maus mit 6

angegeben.

Die das menschliche  Gen  beschreibenden  Publikationen  lokalisieren  den
Transkriptionsstartpunkt drei (100) bzw. fiinf (130) Basenpaare hinter dem CGG-Repeat (siche
Abb. 20). Die das Maus-Gen beschreibenden Studien lokalisieren den Transkriptionsstartpunkt
sowohl hinter als auch vor dem CGG-Repeat: Die Maus-Gen-Lokalisationen lauten 12
Basenpaare hinter dem CGG-Repeat (100), direkt vor dem CGG-Repeat (160) bzw. 3’-wirts in
der Nédhe der TATA-Box, die sich 26 Basenpaare vor dem CGG-Repeat befindet (161). In allen
vorliegenden Studien wird der Transkriptionsstartpunkt zwischen IRE und TATA-Box und in
der Ndhe des CGG-Repeats lokalisiert.
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GGGCGG-Box GGGCGG-Box

5”-TCTCGCGCCGCGGGGACGCCC|IGGGCGGICCCTGAAGGGGACG|GGGCGG

TATA-Box

CCCCAGTCGGAGGTCGCAGGGAGCTCCGCCCCCGACTCGGTATAAGAGCT

Ferroportin ¢.1-310 CGG(7) Transkriptionsstartpunkte

GGGCCCGGCCCACEECEECEECEECEECEECEEAGAGAIGCTGGCTCAGGE

CGTCCGCTAGGCTCGGACGACCTGCTGAGCCTCCCAAACCGCTTCCATAA

IRE (Iron Responsive Element)

GGCTTTGC|CTTTCCAACTTCAGCTACAGTGTTAGCTAAGTTTGGAAAG|AA

GGAAAAAAGAAAATCCCTGGGCCCCTTTTCTTTTGTTCTTTGCCAAAGTC
GTCGTTGTAGTCTTTTTGCCCAAGGCTGTTGTGTTTTTAGAGGTGCTATC

TCCAGTTCCTTGCACTCCTGTTAACAAGCACCTCAGCGAGAGCAGCAGCA

Startcodon

GCGATAGCAGCCGCAGAAGAGCCAGCGGGGTCGCCTAGTGTCATEAC-3"

Abb. 20: Position von Ferroportin ¢.1-310 CGG(7) zwischen Promotor-Elementen: menschliche Sequenz
Kernpromotor-Elemente: TATA-Box, Transkriptionsstartpunkte
distale Promotor-Elemente: GGGCGG-Boxen

Der Kernpromotor beinhaltet typischerweise den Transkriptionsstartpunkt und dehnt sich
meistens etwa 35 Basenpaare stromauf- oder —abwirts von diesem aus (158); die TATA-Box
wiederum ist meist circa 25-30 Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt lokalisiert (158).
Betrachtet man die verschiedenen beschriebenen Transkriptionsstartpunkte des Ferroportin in
Bezug auf ihren Abstand zur TATA-Box, so ergibt sich folgendes Bild: die 5’-wirts des CGG-
Repeats beschriebenen Transkriptionsstartpunkte befinden sich in dem als typisch beschriebenen
Abstand zur TATA-Box (25 Bp). Die 3’-wirts des CGG-Repeats beschriebenen
Transkriptionsstartpunkte befinden sich in einem Abstand zur TATA-Box, der groBer als
angeblich typisch ist: Fiir den hinter dem CGG-Repeat der Maus (N = 6) angegebenen
Transkriptionsstartpunkt betrdgt diese Distanz 55 Basenpaare; fiir die hinter dem CGG-Repeat
des Menschen (N mit der hochsten Allelfrequenz = 8) angegebenen Transkriptionsstartpunkte
betrdgt die Distanz zur TATA-Box 43 bzw. 45 Basenpaare. Auch die angeblich typische
Kernpromotorldnge von 35 Basenpaaren wird bei hinter dem CGG-Repeat lokalisierten
Transkriptionsstartpunkten um 25, 13 bzw. 15 Basenpaare respektive iiberschritten. Der Abstand
der ersten GGGCGG-Box zum Transkriptionsstart entspricht fiir alle beschriebenen
Transkriptionsstartpunkt-Loci der iiblichen Distanz von weniger als 100 Basenpaaren (159); die
zweite GGGCGG-Box ist in allen Fillen weiter als 100 Basenpaare vom

Transkriptionsstartpunkt entfernt.
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Diskussion

Zusammenfassend lésst sich folgendes sagen:

Betrachtet man die Ferroportin-Sequenz der Maus unter Beriicksichtigung der fiir das Maus-Gen
verdffentlichten Transkriptionsstartpunkte, so wird der Polymorphismus in die Né&he des
Transkriptionsstartpunktes positioniert: entweder unmittelbar hinter ihn oder vor ihn als

Bestandteil eines Kernpromotors.

Betrachtet man die Ferroportin-Sequenz des Menschen unter der Beriicksichtigung der
verdffentlichten menschlichen Transkriptionsstartpunkte, so befindet sich der Polymorphismus
c.1-310 CGG(7_9) im Kernpromotor — wenige Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt
(siche Abb. 20).

Die Lokalisierung von Ferroportin ¢.1-310 CGG(7 _9) in einem anscheinend funktionell
relevanten Bereich des Gens spricht dafiir, dass ein signifikanter, funktioneller Zusammenhang
zwischen der Ausprigung des Polymorphismus und dem Ansprechen einer CHC-Therapie

vorliegt.

Dieser Zusammenhang sollte im Folgenden sowohl statistisch als auch funktionell weitergehend
untersucht werden. Zu diesem Zweck sollte die statistische Testung anhand einer groBeren
Kohorte wiederholt werden. Die Patienten dieser Kohorte sollten die dieser Studie zugrunde
liegenden Ein- und Ausschlusskriterien erfiillen — dariiber hinaus wiinschenswert wire die
Einheitlichkeit des Therapieregimes in Bezug auf die Dosierung von Ribavirin pro kg
Korpergewicht, Fallzahlen, die aussagekréftige statistische Testungen Geschlechts- und
Virusgenotyp-spezifischer ~ Untergruppen  ermdglichten  sowie  Bekanntheit  des

Regelblutungsstatus und der verwendeten Antikonzeptionsmethode.

Neben der Wiederholung der statistischen Testung anhand einer groBBeren Kohorte sollte auch
eine Analyse der Promotoraktivitit von Ferroportin in Abhéngigkeit von der Ausprigung von
c.1-310 CGG(7_9) erfolgen. Diese Untersuchung konnte z. B. mittels eines Luciferase-Assays
durchgefiihrt werden.

Es sollte eine statistische Betrachtung des eventuellen Zusammenhanges zwischen Ferroportin
c.1-310 CGG(7_9) und hepatozytirer Eiseniiberladung erfolgen. Hepatozytirer Eisengehalt
sollte dabei durch postbioptische Quantifizierung des hepatozytiren Eisengehaltes erfasst werden

—und nicht wie in bisherigen Studien lediglich durch Serum-Eisenparameter.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die chronische Hepatitis C (CHC) kann zu Leberzirrhose und Hepatozelluldrem Karzinom
fiihren. Interferon-basierte CHC-Therapien dauern nach derzeitigen Empfehlungen bis zu 72
Wochen, ihre Nebenwirkungen fiihren oft zur Einschrinkung von Lebensqualitit und
Erwerbsfahigkeit. Therapieerfolgsraten betragen teils nicht mehr als 50 % und lassen sich u. U.
erst Monate nach Therapieende beurteilen. Pridiktoren des Therapieansprechens helfen Arzten
bei der Beratung und Patienten bei der Entscheidung tiber Therapiefortfithrung oder —abbruch.

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass hepatischer Eiseniiberschuss den Krankheitsverlauf
und das Therapieansprechen einer CHC verschlechtert. Diese Arbeit fragte, ob Ferroportin — der
einzig bekannte Exporter intrazelluldren Eisens — Polymorphismen aufweist, die Priddiktoren
eines CHC-Therapieausgangs sein konnten. Eine Gruppe von 65 Probanden (15 HCV-negativ,
50 HCV-positiv) wurde per Sequenzanalyse auf Polymorphismen hin untersucht. Sequenziert
wurden dabei alle Exone, an die Exone angrenzende Intronbereiche, die 5’- und die 3’-UTR. EIf
Polymorphismen wurden gefunden, von denen fiinf mittels Haplotypenanalyse als
haplotypendeterminierend identifiziert wurden. Eine zweite, 200 CHC-Patienten umfassende
Gruppe wurde auf das Vorhandensein dieser fiinf Polymorphismen hin gescreent. Die
Polymorphismen wurden anschlieend auf Korrelation mit Surrogatparametern fiir klinisch
relevanten Therapieerfolg hin getestet. Die verwendeten Surrogatparameter waren a) Serum-
Viruslast unterhalb der unteren Nachweisgrenze und b) Serum-GPT innerhalb des
Normbereiches. Beide Parameter wurden 12 Monate nach Therapieende bestimmt, um so viele
Relapser wie moglich auszuschlieBen. Der vermutlich im Kernpromotor lokalisierte
Polymorphismus c.1-310 CGG(7_9) wies eine signifikante Assoziation mit biochemischem
Therapieansprechen auf  (p=0,018; n=83) - folgende Reihenfolge der
Therapieerfolgswahrscheinlichkeit andeutend: (CGG)77 < (CGG)73 < (CGG)gs. Eine zweite
Testung ergab, dass das Vorliegen des Allels (CGG); — egal ob homo- oder heterozygot —
signifikant mit biochemischem Therapieversagen assoziiert war (p=0,023; n=83). Diese in Bezug
auf biochemisches Therapieansprechen getroffenen Aussagen wurden in Bezug auf virales
Ansprechen tendenziell bestétigt (n=70).

Die Relevanz dieser hier erstbeschriebenen, statistisch signifikanten und pathophysiologisch
plausiblen Korrelation zwischen Ferroportin ¢.1-310 CGG(7 9) und biochemischem

Therapieansprechen Interferon-basierter CHC-Therapie muss in Folgestudien {iberpriift werden.
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