Aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie, Campus

Virchow-Klinikum, Charité Universititsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einfluss von Polymorphismen
des Mannose-Binding-Lectin (MBL 2)
auf die Entwicklung und Progression von
chronischen Lebererkrankungen

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultit

Charité-Universititsmedizin Berlin

von Anna Hachfeld

aus Hamburg



Gutachter:

1. Prof. Dr. med. Th. Berg
2. Prof. Dr. F. Lammert

3. Priv.-Doz. Dr. med. M. Pirlich

Datum der Promotion: 13.02.2009



Meinen Eltern



Abkiirzungsverzeichnis

ADH
AGT
ALDH
APRI
AIH
Anc
ALV
ApoE
cDNA
CTLA-4
Cyp2E1

Cyp4A

FL
FRET
HBV
HCC
HCV
IL

LC

LPS

Antidiuretisches Hormon
Angiotensinogen

Aldehydehydrogenase

Aspartate- Aminotransferase-to-Platelet-Ratio-Index
Autoimmune Hepatitis

Anchor, Anker =Akzeptor

Akutes Leberversagen

Apolipoprotein E

Complementary DNA

Cytotoxic T-Lymophocyte-Antigen-4
Cytochrom P 2E1

Cytochrom P 4A

Erwartungswert

Fluoreszin, Sensor
Fluorescence-Resonance-Energy-Transfer
Hepatitis-B-Virus

Hepatozellulidres Karzinom
Hepatitis-C-Virus

Interleukin

Light-Cycler-Red, Anchor

Lipopolysaccharide



LTX

MASP

MBL

MBP

MCP-1

NAFLD

PBC

PSC

ROS

SE

Sen

SLE

SNP

TA

TGFB-1

TNF-a

5" UTR

Lebertransplantation

minnlich

MBL-activating-Serum-Protease
Mannose-binding-Lectin
Mannose-binding-Protein

Monocyte Chemotactic-Protein-1
Nonalcoholic-Fatty-Liver-Disease

Primir Bilidre Cirrhose

Phosphat

Primér Sklerosierende Cholangitis
Reactive-Oxigen-Species, reaktive Sauerstoffmolekiile
Standardabweichung

Sensor = Donor

Systemischer Lupus Erythematosus

Single Nucleotid Polymorphism
Transaminasen

Transformierender Wachstumsfaktor Beta 1
Tumor-Nekrosefaktor-Alpha

5’ untranslatierte Region

weiblich



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG .....coeeennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 9
1.1 Genetische Polymorphismen und Leberfibrose..........ccceeeeeerercnsnrcscanccsanees 9
1.1.1 Entschliisselung des Genoms und Kandidatengene............c.cccocveeeuvennne 9
1.1.2 Klinische Bedeutung des Wissens um Krankheitsassoziationen.......... 12
1.1.3 Entstehung von Leberfibrose ...........cccooviiiviiiiniiiiniiiiiiiieeeee 12

1.2 Das Mannose-Binding-Lectin (MBL) und genetische Variabilitit im MBL

T 1 T 17

1.2.1 Das Mannose-Binding-Lectin.........c.ccceceeeriieeriieeeniieeiee e 17
1.2.2 Genetische Varianten des MBL .........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiec, 18
1.2.3 EpidemiolO@ie ......coovuuiiiiiiiiiiieeiie e 22
1.24 Rolle in der ImmunantWort...........cccueeerieeeriiieeriee e ereee e enee e 24

1.3 MBL-Polymorphismen und Erkrankungen.............cceeceeeccrercssnrcssnnscsssescses 27
14 MBL-Polymorphismen und Lebererkrankungen .............cceeeeeueescveccunenns 28
1.4.1 MBL-Polymorphismen und Hepatitis B .........ccccccooiininiiiniiiiiiene 28
1.4.2 MBL-Polymorphismen und Hepatitis C...........ccceeevieeniieeniieeieeeeene 29
1.4.3 MBL-Polymorphismen und Autoimmunerkrankungen........................ 30

2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT.................. 31
3 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN........cccccceeeennnnnnnnees 32
3.1 POPUIAtION ...cuveiiiieiinirniinssnnessnicssnncssanscssasssssasssssssesssasesssasessssssssassessasssssasssses 32
3.1.1 e 1 1S) 1115 | USSR 32
3.1.2 KONITOIGIUPPE ..ottt e e e as 37
3.1.3 Erfassung klinischer Daten ...........ccocceeviiiiniiiiniiiiniiiieccceee e, 37

3.2 MaALETIal c.ccccveivuecsninnisnnisnnnsnnsancsnissenssecssecsssssncssessssssnsssecsssssnessesssessnsssassassssssss 40
3.2.1 (€ S 11O UPUPPPRO 40

322 VerbrauChSmaterialien .......coovuumeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeeaees 41



323 Reagenzien und Chemikalien............ccoovveeriiiiniiiiiniiiiiniieiiieeeeeeee 42

324 Enzyme und zugehorige Puffer..........ccocccooviiiiniiiiiiiiiee, 42
3.2.5 Primer und Sonden............cooiiiiiiiiiiniii e 43
3.2.6 SOFEWATE ...ttt 43

3.3 1\Y 511 1 11T 1) 1 T OO 43
3.3.1 Blutgewinnung und DNA EXtraktion ...........cccecceeeviiiinieenniiennieenneen. 43
332 PCR ..ottt 44
333 Mutationsdetektion mittels Light-Cycler..........ccccoevvieniieenciieenieeen. 45
334 Statistische Methoden ...........ccoceiriiiiiiniiiiienieece e 52

4 ERGEBNISSE ...........eeeeeenennnnnnnnnnnnnnnnnnn s nnnnnnas 53
4.1 Allelfrequenzen uUnd GenOLYPeN.......ccccceeecsserecssancsssaressasssssssssssssssnsssssssssses 53
4.1.1 Allelfrequenzen der MBL-Varianten ............cccocceeevvieenieecniieenieeeneen. 53
4.1.2 Allelfrequenzen der MBL-Varianten bei unterschiedlichen Ethnien ... 56
4.1.3 GeNOLYPITEQUENZEN ...ttt 58
4.14 Haplotypenanalyse ........c.cceecveeeeiireriieerieeerieeevee et eeree e e eaaee s 61

4.2 Bedeutung des MBL-Genotyps fiir die Schwere der Lebererkankung bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C ........cccoeceeerrercnssancssnccssanccssanecssancones 62

4.2.1 MBL-Genotypfrequenzen in Abhingigkeit vom Fibrosestadium bei

Patienten mit chronischer Hepatitis-C-Infektion ............cccccceeeeieennnnenn. 62
422 Haplotypenanalyse in Abhingigkeit vom Fibrosestadium bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C .........coooviiiiiiiiiiiiniiiiiiceecceeeeeeee 65

4223 MBL-Genotypfrequenzen in Abhingigkeit vom nicht-invasiven

Fibrosescore APRI .......c.cooiiiiiiiiieee e 65
424 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit histologisch gesicherter
LebercirrhOSe .....cc.eeiuiiiiiiiiieieeeee e 67

4.2.5 Haplotypenanalyse bei Patienten mit histologisch gesicherter

LEbErCiITROSE .cc..vveeiiiiiiiie it 68
4.2.6 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit Lebercirrhose mit Hilfe des
nicht-invasiven APRI-SCOTES........ccccveviiiiriiieeiieeiieeeeeee e 68

4.2.7 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit Lebertransplantation....... 70



4.3 Therapieansprechen bei Patienten mit Hepatitis C ........ccceeveeercnecscencesenne 72
4.3.1 MBL-Genotypfrequenzen in Abhingigkeit vom Therapieansprechen bei
chronischer Hepatitis C.......c.eoevviiiiiieeeiieeiieeiee et 72

432 Haplotypenanalyse in Abhingigkeit vom Therapieansprechen bei

chronischer Hepatitis C.........cooviiiiiiiiiniiiiiieeieceeeeeeeeeee e 74

5 (D 1557 (U 137 [ 1 77
5.1 Allelfrequenzen, Genotypen und Haplotypen..........ccceeecceccccnccssnnscsssnccees 77
5.2 Schweregrad bei Patienten mit chronischer Hepatitis C.......................... 79
53 Therapieansprechen bei Patienten mit Hepatitis C ........ccceceevvurccecscnrcnnces 82
54 Besondere Aspekte einzelner Lebererkrankungen ...........ccoceeeeuececneccnncnnns 83
5.5 Problematik genetischer Studien, methodische Aspekte...............cccuueu... 84
5.5.1 Grundsatzliche ASPEKLe ........eeeeviieriiieeiie et 84
5.5.2 Gen-Gen-Interaktionen und Haplotypenanalyse............ccceeveervieennnen. 85
553 Methodik und StatiStik.........ccoceerviiiniiiiiiniieeeeee e 86

5.6 Klinische Relevanz und AusblicK..........ceieueiveiisunisnnisnnnsnnnsensnccsnncnns 87

6 ZUSAMMENFASSUNG........cccsommrinmerisnnnnssnsnssssssssssssssssssssssssssssanes 88



1 Einleitung

1.1  Genetische Polymorphismen und Leberfibrose
1.1.1 Entschliisselung des Genoms und Kandidatengene

Im Rahmen des Human-Genom-Projekis wurde die gesamte menschliche
Erbinformation sequenziert und etwa 33000 Genen zugeordnet. Auch wenn die genaue
biologische Funktion vieler dieser Gene noch unbekannt ist, kénnen diese nun bekann-
ten Sequenzinformationen flr die Erforschung von Krankheitsursachen genutzt werden.
Ist uns die biologische Funktion eines Proteins, flir das ein bestimmtes Gen kodiert,
bekannt, so ist es trotzdem oftmals schwierig vom Gen auf den Pathomechanismus
einer Erkrankung zu schlieBen [1]. FUr das Verstandnis der Kausalzusammenhange
und der Wechselwirkungen von genetischen, epigenetischen und Umwelteinflissen in
der Krankheitsentstehung sind diese Informationen jedoch unerlasslich. Dass die
Erkenntnisse, die man sich aus der Erforschung der Geneinfllisse verspricht, vor allem
den Bereich der Krankheitsentstehung und des Verlaufs betreffen, stellt eine Heraus-
forderung dar, mit diesem Wissen Vorsorge- und Behandlungsstrategien zu entwickeln,

die tiefer greifen, als die Behandlung der Symptome.

Die meisten genetisch bedingten Erkrankungen folgen einem polygenen Vererbungs-
muster und lassen sich daher nicht mit den klassischen Mendel’'schen Gesetzen fir
monogene Erkrankungen beschreiben. Der gréBte Teil der Erkrankungen unterliegt
komplexen Geneinflissen, das bedeutet, dass man bei ihnen nicht eine bestimmte
Mutation nachweisen kann, die die Krankheit direkt verursacht. Vielmehr fihren die
verschiedenen genetischen Variationen und Umwelteinflisse zu unterschiedlichen
Risiken, eine bestimmte Erkrankung zu erleiden. Die Erforschung der genetischen
Grundlagen von weit verbreiteten Erkrankungen mit komplexem Vererbungsmuster
stellt dabei eine ungleich gréBere Herausforderung dar, als die Identifizierung der
krankheitsverursachenden Gene bei monogenen Erkrankungen. Trotz des Vorhanden-
seins einer bestimmten Mutation, die zu einer Krankheit pradisponiert, entwickeln einige
Individuen diese Krankheit nicht. Man spricht hier von inkompletter Penetranz. Gleich-
zeitig kann ein Individuum, welches die Mutation nicht geerbt hat, trotzdem, ausgeldst
durch Umweltfaktoren, die Krankheit entwickeln (Phanokopie) [1]



In der Folge der Veréffentlichung des humanen Genoms ist eine 6ffentliche Datenbank
mit mehr als 1,5 Milionen SNPs (Einzelbasenaustausche, single nucleotide poly-
morphisms) entstanden. Da der Umfang dieser Datenbank die Mdglichkeit, jedes Gen
und jeden Einzelbasenaustausch systematisch zu analysieren, unméglich macht, was
wahrscheinlich auch nur bedingt sinnvoll wére, qilt es, bestimmte Gene herauszusu-
chen, denen bei der Entstehung von Krankheiten eine besondere Rolle zukommt.
Informationen aus familienbasierten Studien, vorhandenes Wissen Uber &hnliche,
assoziierte Erkrankungen, Kenntnisse der Pathogenese der Erkrankung, Kenntnisse
des Gens und seiner Funktionen kénnen Hinweise auf Kandidatengene und deren
Lokalisation geben.

Um krankheitsassoziierte Gene zu identifizieren stehen insbesondere vier unterschiedli-
che Strategien zur Verfigung. Bei der funktionsspezifischen Klonierung versucht man
das Gen Uber sein Genprodukt zu identifizieren, indem man genspezifische Oligonukle-
otide oder, Uber das Genprodukt erzeugte, spezifische Antikdrper herstellt und diese zur
Suche in cDNA-Datenbanken einsetzt. Ein anderer Weg ist die positionelle Klonierung.
Bei diesem Verfahren muss nur die Zuordnung zu einer chromosomalen Teilregion
bekannt sein (z.B. Uber Kopplungsanalyse). Uber physikalische und genetische Kartie-
rung versucht man die Genloci und Kandidatengene genauer zu lokalisieren. Die
positionelle Klonierung verliert durch das positionelle Kandidatengenverfahren zuneh-
mend an Bedeutung. Bei diesem Verfahren muss die chromosomale Teilregion fir
einen Krankheitslocus bereits bekannt sein. Uber Datenbanken kann man anschlieBend
Kandidatengene identifizieren. Da uns durch das Humangenomprojekt die Information
Uber die Zuordnung von Genen zu bestimmten Chromosomenbereichen zur Verfligung
steht, ist diese Methode gegenwartig die erfolgreichste. Auch das positionsunabhéngige
Kandidatengenverfahren wurde durch das positionelle weitgehend abgeldst. Diese
Methode geht nicht von der Zuordnung zu einer bestimmten Region aus, sondern sie
versucht Uber Homologien von Phanotypen im Tierreich oder beim Menschen, fir die
ein Gen bereits bekannt ist, zu prifen, ob das Gen zu einer bereits bekannten Genfami-
lie gehdren kénnte. Allerdings war dieser Ansatz bis jetzt selten erfolgreich [2]. Ist ein
Kandidatengen identifiziert worden, muss es analysiert werden. Varianten in der DNA-
Sequenz werden gesucht.

Wurde ein Polymorphismus neu beschrieben, so sollten Untersuchungen durchgefihrt
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werden, welche die funktionellen Unterschiede belegen, die ein Polymorphismus
bewirkt. Bei Polymorphismen, die durch den Verlust einer bestimmten Funktion ge-
kennzeichnet sind, Iasst sich der Beweis in vitro erbringen, indem man eine Zelllinie, die
den Polymorphismus exprimiert mit einem geklonten Wildtypallel transfiziert und auf
diese Art und Weise den Wildtypphanotyp hervorruft. Eine weitere Methode ist das
Konstruieren eines Tiermodells, in dem, je nach Mutationsart, das betreffende Gen
ausgeschaltet (Knockout) oder das mutierte Allel eingefigt wird (Transgen) [3]. In
Assoziationsstudien werden im Rahmen von Fall-Kontroll-Studien Allelfrequenzen von
betroffenen mit den Frequenzen von nicht-betroffenen Individuen verglichen, woraus
Aussagen zur Assoziation des Polymorphismus mit der Krankheit abgeleitet werden
kénnen. Assoziationsstudien ermdglichen das Arbeiten mit sehr hohen Fallzahlen und
demzufolge mit einer groBen statistischen Aussagekraft. Ein Beweis kann mit dieser
Methode allein jedoch nicht erbracht werden, zusétzliche funktionelle Untersuchungen
sollten eine Kausalitat belegen [4].

In den letzten Jahren wurden viele Arbeiten Uber den Einfluss von Genpolymorphismen
auf Krankheiten, insbesondere auch auf Lebererkrankungen, verdffentlicht. Diese
Studien ergaben im Fall der Lebererkrankungen zum Teil widersprichliche Ergebnisse,
welche sich in einigen Fallen durch unzureichendes Studiendesign, zu kleine Fallzah-
len, selektionierte Patienten (z.B. tertidre Zuweisungszentren), zu wenig oder schlecht
ausgewahlte Kontrollen oder der Anwendung von nicht etablierten molekularbiologi-
schen Methoden erkléaren lassen. Die widersprtichlichen Ergebnisse unterstreichen aber
noch einmal die Schwierigkeit, komplexe Merkmale zu erforschen und die Notwendig-
keit sorgfaltiger Studien, welche der Komplexitat des Geneinflusses gerecht werden. Es
ist wichtig, Gene mit einer klaren pathophysiologischen Funktion und/oder einem
biologischen Korrelat zu untersuchen, auf welches man sich in der Studie beziehen
kann. Nicht auBBer Acht gelassen werden dirfen auBerdem das Zusammenspiel von
genetischen Faktoren und Umwelteinflissen, die Ethnizitdten, der Hormonstatus, das
Alter, das Geschlecht, und exogene Faktoren, wie die Einnahme von Medikamenten
und der Alkoholkonsum [1, 4].
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1.1.2 Klinische Bedeutung des Wissens um Krankheits-assoziationen

Die Erkenntnis Uber Geneinflisse auf die Entstehung und den Verlauf von Krankheiten
bietet, auBer einem tieferen Verstandnis der Krankheiten, auch die Méglichkeit, Perso-
nen mit erhéhtem Risiko zu identifizieren und engmaschig zu screenen, Krankheiten im
Frihstadium diagnostizieren und therapieren zu kénnen und Therapien auf Patienten
individuell abstimmen zu kénnen. Das Wissen um die Krankheitsassoziationen von
Genen ist fur ein vollstdndiges Verstéandnis von Krankheiten und fir die Entwicklung

moglicher zukinftiger Therapiestrategien unerlasslich.

1.1.3 Entstehung von Leberfibrose

Leberfibrose ist die Folge einer andauernden Wundheilungsreaktion der Leber auf
verschiedene Noxen, seien sie viraler, autoimmuner, toxischer oder cholestatischer Art.
Ein kontinuierlicher Untergang von Hepatocyten flhrt Uber einen langeren Zeitraum zu
einer Entziindungsreaktion und zu einer Bindegewebsvermehrung (Fibrose). Schreitet
der Prozess fort, kommt es durch ungeregeltes bindegewebiges Wachstum zur Zersto-
rung der L&ppchenarchitektur, Ausbildung von Pseudolobuli und zur Stérung der
GefaBversorgung (Cirrhose). Die Leberfibrose ist, unabhangig von der Atiologie, durch
die Aktivierung von hepatischen Sternzellen im Rahmen einer entziindlichen Leberreak-
tion gekennzeichnet. Eine ganze Reihe von Mediatoren wie Cytokine und Akute-Phase-
Proteine greifen in den Prozess ein, steuern und beeinflussen ihn. Beim Untergang von
Hepatocyten werden chemotaktisch wirksame Substanzen freigesetzt, die zur Aktivie-
rung und zum Einwandern von Entziindungszellen (Lymphocyten, Granulocyten,
Kupfferzellen, Sternzellen) in den Nekrosebereich flihren. Durch die Aktivierung von
Sternzellen werden u.a. Interleukine freigesetzt und es findet eine Umwandlung in
proliferative, bindegewebsbildende, kontraktile Myofibroblasten statt. Kupfferzellen
setzen reaktive Sauerstoff- und Peroxidmolekile (ROS) frei, welche zusatzlich die
Sternzellaktivitdt anregen. Es kommt zur Bildung von extrazellularer Matrix und zur
Zellproliferation. Insgesamt nimmt die Zahl der Hepatocyten zugunsten der nichtparen-
chymalen Zellen ab. Der Anteil an extrazellularer Matrix nimmt zu, dabei &ndert sich
auch deren Zusammensetzung zugunsten des Kollagen-Typ-IV-Anteils, Fibronektin und

Elastin [5, 6]. Im Dissé’schen Raum wird Kollagen abgelagert, es kommt zur Ausbildung
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von Basalmembranen im Bereich der Sinusendothelien, die Sinusoiden werden einge-
engt und rarefizieren. Die Hepatozyten werden balloniert, es bilden sich arterioportale
Anastomosen / Kurzschliisse aus, die zu einer Druckerhdhung in den Sinusoiden flihren
[7]. Das Zusammenspiel von vielen Mediatoren macht die Leberfibrose zu einem
dynamischen Prozess, der durch eine Vielzahl von Faktoren moduliert wird.

Es sind eine Reihe von Faktoren bekannt, die das Fortschreiten der Leberfibrose
beeinflussen; dazu gehéren Alter, Geschlecht, BMI, Krankheitsdauer, Entzindungsakti-
vitdt und Alkoholkonsum. Poynard et al. haben diese Zusammenhange naher unter-
sucht. Das Alter in dem 50% der Erkrankten eine Cirrhose entwickelt haben, hédngt von
der Grunderkrankung ab. Bei einer HCV/HIV-Koinfektion scheint die Krankheit beson-
ders schnell fortzuschreiten, hier haben 50 % der Patienten mit 52 Jahren bereits eine
Cirrhose entwickelt. Bei Alkoholkranken sind es 61 Jahre, bei HBV-Infizierten 65 Jahre,
bei HCV-Infizierten und Patienten mit Hamochromatose 74 Jahre. Patienten mit PBC
entwickeln zu 50% bis zum 81. Lebensjahr eine Cirrhose. Die Wahrscheinlichkeit eine
Lebercirrhose zu entwickeln steigt auBerdem mit der Krankheitsdauer. Die durchschnitt-
liche Erkrankungsdauer, nach der 50% der Patienten eine Cirrhose entwickeln, betragt
bei HCV/HIV- Koinfektion 28 Jahre, bei Alkoholabusus 35 Jahre, bei HCV-Infektion 43
Jahre und bei HBV-Infektion 64 Jahre. Der Prozess der Leberfibrose lauft jedoch nicht
linear mit der Erkrankungsdauer, sondern wird auBerdem vom Alter des Patienten
beeinflusst. Ein héheres Lebensalter stellt einen Risikofaktor zum schnelleren Fort-
schreiten von Fibrose dar. Bei Mannern wurde mit zunehmendem Alter eine akzelerierte
Progression beschrieben. Bei Frauen hingegen beschrieb man bei HBV, HCV, Hamo-
chromatose und PBC einen eher biphasischen Verlauf der Fibroseprogression. Bei
Frauen wurde im Vergleich zu Méannern ein langsameres Fortschreiten der Fibrose
sowohl bei der HCV-Infektion, als auch der Hamochromatose beobachtet. Beim
Alkoholabusus hingegen wurde bei Frauen ein schnelleres Fortschreiten, bei durch-
schnittlich spaterer Exposition, beschrieben. Die beobachteten Unterschiede in der
Fibroseprogression bei Mannern und Frauen legt den Einfluss von genetischen Fakto-
ren nahe. Ein erhéhter BMI (>28) korreliert mit dem Schweregrad der Leberfibrose und
mit dem Risiko eine Cirrhose zu entwickeln. Hoher Alkoholkonsum bei gleichzeitig
bestehender chronischer Leberekrankung beschleunigt den Fibrosierungsprozef und
senkt das durchschnittliche Alter bei Cirrhoseentwicklung: bei einer HIV/HCV-

Koinfektion von 28 auf 19 Jahre, bei HCV-Infizierten von 43 auf 29 Jahre, bei HBV-
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Infizierten von 75 auf 46 Jahre und von 75 auf 61 Jahre bei Patienten mit Hamochro-
matose. Mittlere und schwere Entziindungsaktivitaten bei HIV/HCV-, HBV-, HCV- und
PBC-Erkrankten beschleunigen, verglichen mit leichter Entziindungsaktivitat, den
Fibroseprozess [5, 8]. Die vorliegenden Daten zeigen die Wichtigkeit, Risikofaktoren wie
Alter und Geschlecht, die die natirliche Fibroseprogression beeinflussen, in genetische
Studien als Kofaktoren mit einzubeziehen.

Man spricht in Bezug auf das Entstehen einer Leberfibrose und schlussendlich einer
Lebercirrhose, von ,slow- und fast-fibrosers* und meint damit, daB3 nicht alle Patienten
mit gleicher Exposition oder schadigendem Agens in gleichem MaBe und gleicher
Geschwindigkeit eine Leberfibrose entwickeln. DaB diese individuellen Unterschiede
nicht nur von Umweltfaktoren, sondern auch von genetischen Faktoren abhangen, ist
inzwischen in einer Reihe von Studien belegt worden. Die Mechanismen, wie Gene das
Fortschreiten von Leberfibrose beeinflussen, sind vielfaltig und setzen an unterschiedli-

chen Stellen im Pathomechanismus an (siehe Abb. 1 und Tab. 1).

Kandidatengene Modulierende Faktoren Fibroseprozess
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Abb. 1: Angriffsorte und Modulationsmechanismen von Kandidatengenen in der Pathogenese von

Leberfibrose.
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Gene kénnen die Pathogenitat von hepatotoxischen Substanzen beeinflussen, in dem
sie beispielsweise die Produktion der alkoholmetabolisierenden Enzyme regulieren. Die
ADH-, ALDH- oder CYP2E1-Gene werden damit in Zusammenhang gebracht, wobei die
Studienergebnisse bis jetzt widerspriichlich sind. UbermaBiger Alkoholkonsum fiihrt bei
Sattigung der Alkoholdehydrogenase zur Induktion von Cytochromen, die ebenfalls
Alkohol abbauen kénnen. Insbesondere bei den Cytochromen CYP2E1 und CYP4A
fallen dadurch reaktive Sauerstoffmolekiile (ROS) an, welche den Prozess der Leber-
fibrose beschleunigen. Die Regulierung der Immunantwort wird durch Gene beeinflusst
und somit auch die Entstehung und der Verlauf einer Autoimmunerkrankung oder einer
viralen Infektion. Beispiele hierflir sind das Interleukin-18 (/L-13-Gen), sowie das Gen
zur Transkription von Tumor-Nekrosefaktor-Alpha (TNF-alpha-Gen). Beide flhren bei
einer Hochregulierung der Transkription zu einer verstarkten Entziindungsreaktion [9-
12]. Der Transformierende Wachstumsfaktor Beta 1 (TGFB71)- sowie Angiotensin Il
haben nachgewiesener MaBen eine fibrogene Wirkung, beispielweise durch Steigerung
der Kollagensynthese. Andere wiederum, wie das Plasminogen-Gen unterstlitzen die
Fibrosierung durch eine Verhinderung des Kollagenabbaus [13]. Eine schwerere
Fibrose und starkere Entzindungswerte wurden bei Hepatitis-C-Patienten mit einer
Mutation in der Promoter Region des ,Monocyte-Chemotactic-Protein-1* (MCP-1) -Gens
beobachtet. Trager des G-Allels haben héhere MCP-1-mRNA Konzentrationen und eine
erhdhte MCP-1-Sekretion aus den hepatischen Sternzellen [14]. Wozniak et al. beo-
bachteten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C, dass eine Mutation im Apolipopro-
tein-E-4-Gen (APO-E-epsilon-4-Allel) einen protektiven Effekt bezlglich der
Leberschadigung hat [15]. Man kann sich diese Tatsache dadurch erklaren, dass das
Apo-E-epsilon-4-Allel zu Veréanderungen der Lipoproteine und nachfolgender vermin-
derter Virusaufnahme in die Zelle fuhrt [16, 17]. Im ,Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4*
(CTLA-4)-Gen, welches die T-Zell Funktion reguliert, sind zwei Polymorphismen
bekannt, die vermehrt bei Patienten mit einer Autoimmunerkrankung anzutreffen sind
[18].
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Tab. 1: Genpolymorphismen, welche das Fortschreiten von Leberfibrose beeinflussen, mit ihrer Funktion, ihren
bekannten Genotypen, ihrer funktionellen Relevanz, ihrem Effekt auf Fibrose, sowie den verdffentlichten Studien.

Antiinflammatorisch | -627-> A Vermind. Zunahme Grove et al [19]
Transkription
Profibrogen Cod 25A->Arg Erhéhte Produktion | Zunahme Powell et al.[13]
Proinflammatorisch | -511C->T Vermehrte Zunahme Takamatsu et al. [9]
- 3953T>C Sekretion Donaldson et al [10]
Profibrogen, -6G->A Erhéhte Zunahme Powell et al.[13]
Sternzellaktivierung Transkription
Ethanol Metabolis- | ALDH2 c2/c2 Allel Abnorme Funktion | Widerspr(ichl. Day et al. [20]
mus Daten Okamoto et al. [21]
Proinflammatorisch | -308G->A Erhohte Zunahme Powell et al. [13]
Transkription Grove et al. [12]
Yee et al. [22]
Eisenresorption -845G->A Abnorme Widersprchl. (George et al. [23]
Lokalisation Daten Chitturi et al. [24]
Martinelli et al. [25]
Smith et al. [26]
Thoburn et al. [27]
Immunantwort -66A->G Erhéhte Zunahme Stewart et al.[28]
-318C>G Transkripton, Schott et al. [29]
verminderte T-
Zellinhibition
Immunantwort -32A>T -Zunahme Schott et al. [30]
-1-120T>G -Protektiv [31]
-2403G>A -Protektiv
Virusaufnahme E4 Allel Abnorme Funktion | Zunahme Corpechot et al. [32]
LDL-Erhéhung

16



1.2 Das Mannose-Binding-Lectin (MBL) und genetische Variabilitdt im MBL

Gen
1.2.1 Das Mannose-Binding-Lectin

Das Mannose-Binding-Lectin ist ein Collectin, ein Protein mit kollagenartigen und C-
Typ-Lectinartigen Regionen. Dieses 25 kDa grosse Polypeptid lagert sich mit zwei
weiteren Polypeptiden als Triplett zu einer funktionellen Untereinheit zusammen. Ein
kleiner Teil der Tripletts bildet wiederum Oligomere (siehe Abb. 2).

(a) 25kDa $H g P
polypeptide W?WNWWW(W\MJ— N

§SH 3 N N
;}{ '1' st estnrgscoocs st ot
N R : Carbohydrate
f:;:*:lzf:?;;iﬂ Collagen-ike :izc:;;:gmn recognition domain
3 Rt region (59 a4} 3 (118 a9)

{b) Structural
subunit &, {32,
Mg

(¢} Oligomer of
structural
subunit

Abb. 2: Struktur und Organisation des MBL-Proteins als Polypeptid (a), Triplett (b), sowie in Form eines Oligomers (c)

nach Presanis [33].

MBL spielt vor allem flr die angeborene Immunitat eine groBe Rolle und kann Uber eine
zugehorige Serum-Protease MASP (MBL-Activating-Serum-Protease) das Komple-
mentsystem aktivieren [34]. Es bindet eine Vielfalt von Mikroorganismen, die es durch
bestimmte sich wiederholende Zuckermoleklle erkennt und die es opsoniert. Dabei
handelt es sich um ein Akute-Phase Protein, dessen Serumkonzentration bei Traumen,
Operationen und auch Infektionen ansteigt [35, 36]. MBL wird in der Leber von Hepato-

zyten synthetisiert und ins Blut sezerniert. Es ist ein vorwiegend intravaskulares Protein,
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das aber auch in Synovialflissigkeit, Exsudaten, Aszites, Urin und im Fruchtwasser von
Schwangeren mit friihzeitiger Wehentatigkeit gefunden werden kann [37].

Die Erstbeschreibung von MBL, damals noch MBP (Mannose-Binding-Protein) genannt,
erfolgte 1968 bei einem 3 Monate alten Kind, welches unter schwerer atopischer
Dermatitis und wiederkehrenden bakteriellen Infektionen litt und bei dem Miller et al.
einen Phagocytosedefekt feststellten [38]. Kurz darauf stellte sich heraus, dass dieser
Phagozytosedefekt bei flinf bis zehn Prozent der Bevolkerung vorhanden ist. Spéater
wurde der Defekt mit dem Fehlen eines Serumproteins in Verbindung gebracht und
MBL Anfang der 70er Jahre von Robinson et al. aus einer Leber extrahiert. 1987 gelang
es lkeda et al. zu zeigen, dass MBL das Komplementsystem aktivieren kann [39]. 1989
konnten Super et al. schlieBlich zeigen, daB der Phagozytosedefekt durch einen
niedrigen MBL-Plasmaspiegel zustande kommt [40].

1.2.2 Genetische Varianten des MBL

Auf dem Chromosom 10 befindet sich das sogenannte MBL2-Gen. Die Protein codie-
rende Region besteht aus vier Exonen, die durch drei Introns von jeweils 600, 1350 und
800 Basenparen unterbrochen werden (siehe Abb. 3). Die Nukleotidsequenz des MBL-
Gens wurde unabhangig voneinander von Sastry et al. und von Taylor et al. im Jahr
1989 publiziert [41, 42].

18



DNA

El
(codon) (52) (54) (57) :
bp: -550 =221 4 223230239 | E2 {E3 E4
51 ¢ . - . o rY . 'y . * 3’
HL  P/Q X/Y /) A/D A/B AIC

——

NH-1D Collagen-like domain (D2) D3 | CRD(D4) {COOH

PROTEIN
Abb. 3: Aufbau des MBL-Gens mit Lage der bekannten Punktmutationen, sowie Struktur des MBL-
Proteins nach Kilpatrick [43].".

Drei Punktmutationen in der kollagencodierenden Region im Exon 1, zwei weitere in der
Promotorregion, sowie eine in der S’untranslatierten Region (5’UTR) beeinflussen den
MBL-Plasmaspiegel [45]. Durch die Punktmutationen in der Exon-1-Region wird am
Codon 52 Arginin durch Cystein ersetzt, am Codon 54 wird Glycin durch Aspartat und
am Codon 57 Glycin durch Glutamat ersetzt. Diese Polymorphismen werden auch D
(52), B (54) und C (57) genannt, A ist die Bezeichnung fiir den Wildtyp. Sie flihren durch
eine abnormale Sekundarstruktur des Tripletts dazu, dass kein biologisch funktionie-
rendes MBL gebildet werden kann [46]. Homozygote Mutationstrager und Compound
Heterozygote (d.h. mit 2 heterocygoten Mutationen im Exon 1) haben kein im ELISA
nachweisbares MBL, ihr MBL kann kein MASP binden und das Komplementsystem
nicht aktivieren. Wahrend Wildtyp-MBL ein durchschnittliches Molekulargewicht von 500
KDa hat, liegt der Durchschnitt von Homozygoten und Compound Heterozygoten bei

! Anmerkung: Die Nummerierung der Polymorphismen erfolgte nach den Empfehlungen der ,Nomencla-
ture Working Group for Human Gene Mutations* [44] Antanarakis S. Nomenclature Working Group

recommendations for a nomenclature systhem for human gene mutations. Hum Mutat 1998;11:1-3..
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150 KDa, was man als Ausdruck der Unmdglichkeit héher oligomerisiertes Protein zu
produzieren ansehen kann. Heterozygote Mutationstrager haben wahrenddessen eine
zehnprozentige Aktivitat mit vor allem monomerischen Tripletts, wahrend Wildtypen
MBL besitzen, das aus Dimeren, Trimeren, Tetrameren und einem kleinen Prozentsatz
Oligomeren besteht, die besonders effektiv das Komplementsystem aktivieren. Proteine
mit einer Mutation auf Codon 52 (A/D) scheinen stabiler zu sein und sind héher oligo-
merisiert, als solche mit der A/C und A/B Variante [47] (siehe Tab. 2 und Abb. 4). In der
Promotorregion sind die H/L Mutation auf Position —550 und die X/Y-Mutation auf
Position —221, bezogen auf den Transkriptionsstart, bekannt. Bei dem H/L- und X/Y-
Polymorphismus ist jeweils ein Guanin durch ein Cytosin ersetzt. Dabei sind H und Y
mit einer jeweils hdheren MBL-Konzentration als ihr Allel assoziiert, wobei ein X-Trager
deutlich geringere MBL-Konzentrationen aufweist, als ein L-Trager [38]. Ein weiterer
bekannter Polymorphismus ist der P/Q-Polymorphismus, bei dem Cytosin mit Thymin
vertauscht ist und der sich auf der 5’UTR in Position 649 im Exon 1 befindet. Bei den
P/Q-Allelen scheint es, dass Menschen mit dem seltener vorkommenden Q-Allel eine
héhere MBL-Konzentration haben, als diejenigen mit dem P-Allel [48]. Zwischen dem X-
Allel und dem Wildtyp-Allel A besteht ein Kopplungsgleichgewicht. Dieses bedeutet,
dass das X-Allel immer mit dem Wildtypallel (A) einhergeht [47]. Die anderen Exon-1-
Polymorphismen werden hingegen unabhangig vererbt. Die Mutationen in der Promo-
torregion modulieren die MBL-Konzentration, indem sie die Transkription beeinflussen.
Die P/Q-Mutation in der 5’UTR hingegen beeinflusst die Translation.

Trotz zehn verschiedener Allele (A,B,C,D,H,L,X,Y,P und Q) sind, u.a. aufgrund gestor-
ter Kopplungsgleichgewichte (linkage desequilibrium), nur sieben verschiedene Haplo-
typen (HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC und HYPD) beschrieben worden.
Madsen ordnet hierbei HYPA der gréBten MBL-Konzentration zu. LYQA, LYPA und
LXPA entsprechen mittelgradig reduzierten MBL-Konzentrationen (LYQA mittel-hoch,
LYPA mittel, LXPA mittel-niedrig). Die Haplotypen LYPB, LYQC und HYPD stuft der
Autor als fehlerhaft, d.h. kein wirksames MBL produzierend ein (siehe Tab. 3). Trotz der
gut dokumentierten unterschiedlichen mittleren MBL-Konzentrationen in Abhangigkeit
vom jeweiligen Haplotyp, existieren jedoch innerhalb der einzelnen Haplotypen breite
interindividuelle und auch interethnische Varianzen [33].
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Tab. 2: Auswirkungen des Genotyps der Exon-1-MBL-Polymorphismen auf die MBL-Konzentration im

Serum.
Konzentration des
Genotyp funktionell wirksamen
MBLs
Homozygote Wildtypen
hoch/normal
(AA)
Heterozygote (A/B, A/C, gering-mittel (10%
A/D) Aktivitat)

Homozygote und
Compound Heterozygote
(B/B, C/C, D/D, B/C, B/D,

C/D)

nicht vorhanden

Wildtyp
10,000 R

000 -

MBL (ugiL)

Heterozygot

8
E
w] | |

2000
_ I
E Homozygot! Compound heterczygot
o 45— 5} = o 3] o -t 5]

WT/AWT WT/54 WT/ST WT/52 54454 G457 54/54 S7/6T  57/62 52052
A AR AC AD BB BC =0 [ oo 0y

-IRC00 Cong
QOEED O

2]

Abb. 4: MBL-Serumkonzentrationen in Abh&ngigkeit des Exon-1-Genotyps bei Kaukasiern nach Garred

[47].
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Tab. 3: Auswirkungen des MBL-Haplotyps auf die Serumkonzentrationen von funktionellem MBL nach
Madsen [48].

Konzentration des

Haplotyp funktionell wirksamen
MBLs

HYPA hoch/mittel

LYQA hoch/mittel

LYPA mittel

LXPA niedrig/mittel

LYPB nicht vorhanden

Lyac nicht vorhanden

HYPD nicht vorhanden

1.2.3 Epidemiologie

Mehrere Arbeitsgruppen haben sich mit den Frequenzen der MBL-Polymorphismen in
verschiedenen ethnischen Gruppen beschéftigt [48-50]. Zusammenfassend kann man
feststellen, dass der Polymorphismus B am Codon 54 am haufigsten bei Européern
vorkommt, wahrend sich der Polymorphismus C am Codon 57 am starksten in Afrika
stdlich der Sahara ausgebreitet hat. Der Polymorphismus D auf Codon 52 kann keiner
besonderen Bevdlkerungsgruppe zugeordnet werden. Dieser Polymorphismus ist
wesentlich seltener anzutreffen, als der B- und C-Polymorphismus [46] (siehe Tab. 4, 5
und 6).
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Tab. 4: Frequenz der Exon-1-Allele in zehn verschiedenen Populationen nach Turner [46].

Population Codon 52 Codon 54 Codon 57
GroBbritannien 0.06 0.16 0.00
Danemark 0.05 0.13 0.02
Hongkong 0.01 0.11 0.00
(Chinesen)

Gronland 0.00 0.13 0.00
(Eskimos)

Papua Neu 0.00 0.07 0.00
Guinea

Vanuatu 0.00 0.01 0.00
Gambia 0.02 0.00 0.29
Kenya 0.05 0.03 0.23
Xhosa (S.Afrika) |0.00 0.00 0.27
San Bushmen 0.00 0.03 0.07
(Namibia)

Tab. 5: Frequenzen des XY-Allels bei Eskimos, Europ&ern und Afrikanern nach Madsen [51].

Population X-Allel Y-Allel
Eskimos (n=69) 0.029 0.971
Europaer 0.238 0.673
(n=120)

Afrikaner 0.270 0.730
(n=61)




Tab. 6: MBL-Haplotypenfrequenzen in verschiedenen Populationen nach Madsen [51].

HYPA | LYQA | LYPA | LXPA | LYPB | LYQC | HYPD
Population (wt)

Mozambiquaner 0.06 0.27 0.30 0.13 0 0.24 0
Chiriguanos 0.54 0.01 0.02 0.01 0.42 0 0
Mapuches 0.38 0 0.08 0.04 0.46 0.04 0
Déanen 0.31 0.19 0.04 0.26 0.11 0.03 0.06
Kenianer 0.08 0.25 0.13 0.24 0.02 0.24 0.04
Eskimos 0.81 0 0.04 0.03 0.12 0 0

Die Verteilung der Exon-1-Polymorphismen deutet auf unterschiedliche Selektionsdri-
cke in den Populationen hin. Die hohe Frequenz von Polymorphismen im MBL-Gen
(besonders bei Afrikanern) legt nahe, dass niedrige MBL-Konzentrationen nicht nur zu
einer erhdhten Infektanfalligkeit flhren, sondern, dass sie sich unter bestimmten
Bedingungen auch positiv auf das Uberleben auswirken kénnten. Garred et al. erklaren
sich dieses Phanomen durch einen Uberlebensvorteil der Heterozygoten, die einen
niedrigen MBL-Plasma-Spiegel besitzen. Trotz eines niedrigeren MBL-Spiegels als bei
den Wildtypen sind die Heterozygoten noch in der Lage das Komplementsystem zu
aktivieren. Gleichzeitig schitzt der niedrige MBL-Spiegel vor einem Eindringen intrazel-
lularer Mikroorganismen und Parasiten in die Zellen. Mycobacterien, Legionellen oder
Trypanosomen mussen phagocytiert werden, um die Wirtszellen befallen zu kénnen.
MBL spielt dabei eine wichtige Rolle [52]. Niedrige MBL-Konzentrationen stellen dieser
These zufolge durch eine abgeschwéachte Komplement-aktivierung, einen Schutz vor
Entziindung und dazu gehériger Gewebeschadigung dar [53].

1.2.4 Rolle in der Immunantwort

MBL besitzt eine wichtige Aufgabe in der angeborenen, unspezifischen Immunitat.
Durch Opsonierung und Komplementaktivierung nimmt es Einfluss auf Phagocytose
und Entzindungsreaktion. Besonders in der frihkindlichen Periode, zwischen dem
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Verschwinden mudtterlicher Antikérper und dem Aufbau der eigenen spezifischen
Abwehr, spielt MBL eine groBe Rolle.

An seiner Oberflache besitzt MBL Zuckermolekile, die fir Mikroorganismen spezifische
Strukturen erkennen, welche auf Saugerzellen praktisch nicht vorkommen [37]. In
Anwesenheit von Calcium bindet MBL an Mannose und N-Acetylglucosamin und ist auf
diese Art und Weise in der Lage unterschiedlichste pathogene Keime zu opsonieren,
dazu gehéren Bakterien, Viren, aber auch Hefen, wie zum Beispiel Candida albicans.

Durch das Binden an Liganden ist MBL auBerdem in der Lage das Komplementsystem
zu aktivieren. Die MBL-Aktivierung des Komplementsystems unterscheidet sich von der
klassischen Aktivierung durch eine MASP (MBL-Activating-Serum-Protease) und durch
das Erkennen von Zuckern anstatt von hydrophoben Molekilen. Fir diese C1qg und
Antikérperunabhangige Komplementaktivierung ist durch Thiel et al. der Begriff ,MB-
Lectin-pathway of complement activation® (Lectinabhangige Komplementaktivierung)
entstanden [54]. Anstatt wie C1q (in der klassischen Komplementkaskade) mit C1r und
C1s einen Komlex zu formen, bindet MBL an MASP 1 und 2. MASP 2 spaltet dann C2
und C4 zur C3 Konvertase. Ab diesem Punkt verlaufen der klassische und der Lectin-
weg der Komplementaktivierung gleich [33] (siehe Abb. 5). Die Fahigkeit Komplement
zu aktivieren und an MASP zu binden ist vom Grad der Oligomerisierung abhangig,
wobei die Wirksamkeit des MBL’s mit der H6he der Oligomerisierung zunimmt [43].
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Abb. 5: Unterschiedliche Mechanismen der klassischen, lectinabh&ngigen und alternativen Komplement-

aktivierung mit Komplementfaktoren und nachfolgenden Prozessen.

Verschiedene Studien weisen auf zusatzliche Aufgaben von MBL hin. Als Akute-Phase-
Protein hat MBL eine ,Praantikérper*- (ante-antibody-) Funktion, indem es nach Priméar-
kontakt, bis die IgM-Antwort induziert ist, an das Antigen bindet [35]. Roos et al. fanden
heraus, dass MBL auBerdem, Uber das Binden an IgA die Komplementkaskade aktivie-
ren kann [55]. Tenner et al. entdeckten auf der Oberflache von Makrophagen, Monocy-
ten und Neutrophilen einen MBL-Rezeptor, der darauf hindeutet, dass MBL auch direkt
zur Phagocytose beitragt [56]. Ogden et al. entdeckten die Fahigkeit des MBL’s apopto-
tische Zellen zu binden und damit ihre Lyse in Gang zu setzen [57]. Fir intrazellulare
Parasiten und Mikroorganismen hat MBL eine besondere Bedeutung, da es als Ein-
trittspforte in den Wirt fungiert, denn intrazellulare Pathogene muissen phagocytiert
werden, bevor sie in der Lage sind die Wirtszellen zu befallen. Hierzu gehéren unter
anderem Mycobakterien, Legionella pneumophilia und Trypanosoma cruzii [52].
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1.3 MBL-Polymorphismen und Erkrankungen

Die H6he der Serum-MBL-Konzentration ist vom MBL-Genotyp abhangig. Die MBL-
Polymorphismen mit ihren resultierenden niedrigen MBL-Serumkonzentrationen sind
einer der am haufigsten auftretenden Immunvarianten. Es liegt die Vermutung nahe,
dass Personen, die aufgrund bestimmter MBL-Varianten niedrigere MBL-
Konzentrationen aufweisen, ein héheres Risiko fur Infektionskrankheiten haben. In den
letzten Jahren wurde ausgiebig zum Thema geforscht und es wurden zahlreiche
Studien verdéffentlicht, die teilweise den Einfluss von MBL-Polymorphismen auf be-
stimmte Krankheiten bestatigten und in anderen Féllen zu kontroversen Ergebnissen
fihrten.

Das MBL-Protein spielt bei vielen Infektionskrankheiten eine komplexe Rolle.
So wurden beispielsweise Polymorphismen im MBL-Gen bzw. niedrige MBL-
Konzentrationen in Zusammenhang mit dem vermehrten Auftreten von schweren
respiratorischen Infekten bei Kleinkindern gebracht [58, 59]. Eine vermehrte Anfalligkeit
fir eine Meningokokken-Meningitis wurde von Hibberd et al. in England bei durch-
schnittlich 5- bis 6-jahrigen Kindern mit MBL-Polymorphismen beobachtet [60]. Zwei
weitere Studien aus Danemark [61] und Norwegen [62] mit Jugendlichen und kleineren
Fallzahlen konnten dieses Ergebnis jedoch nicht bestatigen. Andererseits unterstitzt
die Arbeit von Hibberd et al. die Beobachtung, dass eine MBL-Defizienz vor allem bei
Kleinkindern gravierende Auswirkungen haben kann. In weiteren Studien wurden unter
anderem Zusammenhange zwischen dem Auftreten und dem Verlauf von HIV-
Infektionen [63, 64] untersucht, wobei die Ergebnisse voneinander divergieren. Eine
Sonderrolle bei den Infektionen kommt den intrazellularen Bakterien und Parasiten zu.
Bei Patienten mit Tuberkulose, Lepra und viszeraler Leishmaniose finden sich erhéhte
MBL-Konzentrationen. Dieses Phanomen lasst sich durch die Rolle des C3-Rezeptors
bei der Aufnahme der Erreger in die Zelle erklaren. Hier wirkt sich eine niedrige MBL-
Konzentration eher protektiv aus. Garred et al. beobachteten 1999 eine durchschnittlich
schlechtere Lungenfunktion und schlechtere Uberlebensraten bei MBL- Polymorphis-
mustréagern mit Cystischer Fibrose [65].

Mullighan untersuchte als einer der ersten den kompletten Satz aller MBL-
Polymorphismen an Patienten mit Common-Variable-Immunodeficiency (CVID). Er fand
heraus, dass die Krankheit bei Polymorphismustragern durchschnittlich zehn Jahre
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friher beginnt, und dass bei Patienten mit einem Q-Allel (welches zu einer Erh6hung
der MBL-Konzentration fihrt) mehr Autoimmunkrankheiten auftreten [66]. Es gibt eine
kleine Anzahl von Untersuchungen Uber die Assoziation von Autoimmunerkrankungen
mit einer verstarkten MBL-Aktivierung. Beispielweise zeigten Endo et al. in einer Reihe
von Studien Zusammenhange zwischen MBL-Aktivierung und diversen Nierenerkran-
kungen, wie IgA-Nephritis [67], Purpura-Schénlein-Henoch-Nephritis [68] und Poststrep-
tokokken Glomerulonephritis [69]. Demgegenilber stehen diverse Studien, die einen
Zusammenhang von erniedrigten MBL-Konzentrationen und Autoimmunerkrankungen
aufzeigen. In mehreren Studien wurden die erhdhte Frequenz von MBL-Mutationen bei
Patienten mit SLE (systhemischer Lupus Erythematodes) beschrieben [70-72]. Bei
Patienten mit Rheumatoider Arthritis widersprechen sich die Studienergebnisse in
Bezug auf das vermehrte Auftreten und den schlechteren Verlauf bei Polymorphis-
mustragern [73-77].

1.4 MBL-Polymorphismen und Lebererkrankungen

Auch der Einfluss von MBL-Polymorphismen auf Lebererkrankungen wurde in einigen
Arbeiten untersucht. Es wird angenommen, dass sich die MBL-Konzentration tber die
Ebene der Immunantwort auf die Fibrosierung der Leber (welche das Endstadium fast
aller Lebererkrankungen darstellt) auswirkt.

1.4.1 MBL-Polymorphismen und Hepatitis B

Thomas et al. berichteten 1996 als erste Uber ein vermehrtes Auftreten von Codon 52
Polymorphismen bei Hepatitis-B-Virus-Infektionen bei Européern, nicht jedoch bei
Asiaten. Eine Assoziation mit den Codons 54 und 57 konnte nicht festgestellt werden.
Die Fallzahlen waren mit zwei Gruppen von 19 und 33 Patienten relativ niedrig [78]. Die
Ergebnisse wurden durch zwei weitere Studien im Jahre 1998 erganzt. Bellamy et al.’s
Untersuchungen an 337 Hepatitis-B-Erkrankten fanden kein gehauftes Auftreten von
Polymorphismen am Codon 54 und 57. Das Codon 52 wurde leider nicht mit einbezo-
gen [79]. Hoehler et al. konnten bei 89 HBV-Erkrankten kein vermehrtes Auftreten von
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Codon-52- und 54- Polymorphismen feststellen [80]. Bei einer Untersuchung von
Hepatitis-B- und -C-Patienten konnten Yuen et al. 1999 keine Haufung von Poly-
morphismen der Codons 52, 54 und 57 feststellen. Sie beobachteten jedoch ein
gehauftes Auftreten von Cirrhose und spontan bakterieller Peritonitis bei Patienten mit
Codon-54-Polymorphismen [81]. Song fand in einer vietnamesischen Gruppe HBV-
Infizierter ein gehauftes Auftreten des Polymorphismus am Codon 54 und stellte bei
ihnen auch héhere Transaminasen als bei Patienten mit dem Wildtyp fest [26]. Hakoza-
ki et al. verglichen im Jahre 2002 HBV-infizierte Patienten mit fulminantem Leberversa-
gen. Bei den Verstorbenen stellten sie ein hdéheres Vorkommen des 54er
Polymorphismus fest [82]. Jae et al. untersuchten das Vorkommen des Polymorphis-
mus am Codon 54 bei 498 koreanischen Hepatitis-B-Erkrankten. Sie konnten weder ein
gehauftes Vorkommen des Polymorphismus noch einen schwereren Krankheitsverlauf
bei Polymorphismustrédgern beobachten [83]. Chong et al. fihrten die bisher breiteste
Studie mit 606 HBV-Infizierten chinesischen Patienten durch. Sie fanden kein vermehr-
tes Vorkommen des Codon 54 und des X/Y-Polymorphismus. Sie konnten aber bei
Polymorphismustragern eine schnellere Progression und eine héhere Komplikationsrate
beobachten [84]. Thio et al. untersuchte 189 Hepatitis-B-Patienten mit Viruspersistenz,
sowie 338 mit einer erfolgreich ausgeheilten Hepatitis-B-Infektion und konnten in der
Gruppe mit Viruspersistenz ein signifikant erhéhtes Vorkommen an homocygoten und
compound heterocygoten Mutationen finden [85].

1.4.2 MBL-Polymorphismen und Hepatitis C

Auch bei Studien mit HCV-Patienten blieben die Ergebnisse widersprichlich. Matsushi-
ta und Kollegen untersuchten 93 japanische Patienten, bei denen sie kein vermehrtes
Auftreten des 54er Polymorphismus feststellen konnten. Sie bemerkten jedoch eine
Haufung des 54er Polymorphismuns bei Patienten, die nicht auf eine antivirale Therapie
ansprachen (,Non-Responder®) [86]. In einer Haplotypenuntersuchung mit 159 HCV-
Infizierten und 218 Kontrollen zeigte sich bei bei Patienten mit X- und /oder B-
Polymorphismus im Vergleich zu Patienten mit homocygotem Y- und A-Genotyp ein
schlechteres Therapieansprechen [87]. Sasaki et al. fanden kein gehauftes Auftreten
des 54er Polymorphismus bei HCV-Patienten, beschrieben jedoch auch eine schnellere
Krankheitsprogression bei B-Alleltragern [88]. Kilpatrick und Kollegen testeten 180
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HCV-Patienten und 566 Kontrollen in Bezug auf ihre MBL-Serumkonzentrationen und

fanden keinerlei Assoziationen, weder im Vorkommen, noch im Krankheitsverlauf [89].

1.4.3 MBL-Polymorphismen und Autoimmunerkrankungen

In Bezug auf die Leber betreffenden Autoimmunerkrankungen gibt es bis Dato weniger
Untersuchungen. Matsushita beobachtete erhéhte MBL-Konzentrationen bei PBC-
Patienten, woraus man schlieBen kénnte, dass sich die Polymorphismen, welche zu
einer Erniedrigung der MBL-Konzentration fuhren, im MBL-Gen protektiv auf das
Auftreten von PBC auswirken [90]. Erklaren kann man sich dieses Phanomen allerdings
auch durch die Freisetzung von MBL als Akut-Phase-Protein im Rahmen der Entzin-
dung. Gabolde et al. untersuchten Patienten mit cystischer Fibrose. Dabei fanden sie
heraus, dass die Patienten, die eine Lebercirrhose entwickelten, tberdurchschnittlich oft
Polymorphismen im MBL-Gen hatten [91].
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die bisher durchgefiihrten Studien zum Einfluss der Polymorphismen im MBL2-Gen auf
Lebererkrankungen unterschiedlicher Atiologie haben zu widerspriichlichen Ergebnis-
sen gefuhrt. Ziel dieser genetischen Assoziationsstudie ist es, den Einfluss der Exon-1-
Polymorphismen (B,C,D), sowie der Polymorphismen in der Promotorregion (X/Y) bzw.
in der 5’UTR (P/Q) auf den Verlauf chronischer Lebererkrankungen in einer groBen
Population von Patienten mit chronischen Lebererkrankungen unterschiedlicher
Atiologie zu untersuchen.

Besonders soll die Frage geklart werden, inwiefern eine Assoziation zwischen geneti-

schen MBL-Varianten und:

e Atiologie der Lebererkrankung

e Fibroseprogression bzw. AusmaB der Leberfibrose bei Patienten mit chronischer
Hepatitis-C-Virus-Infektion

e Therapieresponse bei chronischer Hepatitis C

besteht.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Population
3.1.1 Patienten

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 1468 Patienten mit chronischen Lebererkran-
kungenen eingeschlossen. Von ihnen waren 794 (54,1%) mannlich und 672 (45,8%)
weiblich (fehlende Angaben bei 2 Patienten) (siehe Tab. 7). Das Durchschnittsalter betrug
51,63 Jahre (siehe Tab. 8 und Abb. 6). 1216 Patienten (82,8%) waren deutscher Herkunft,
105 (7,2%) tlrkischer Herkunft, 92 (6,3%) sind den restlichen européischen Landern
zuzuordnen. Mit einigem Abstand folgen 26 (1,8%) Patienten asiatischer, 23 (1,6%) arabi-
scher und 6 (0,4%) afrikanischer Herkunft (siehe Tab. 9 und Abb. 7). Die Patienten wurden
aus zwei unterschiedlichen Patientenkollektiven rekrutiert. 923 der 1468 Patienten (62,8%)
sind aufgrund einer fortgeschrittenen Lebererkrankung in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral-
und Transplantationschirurgie an der Charité Campus Virchow-Klinikum in Berlin im
Zeitraum 1988 bis 2003 lebertransplantiert worden und wurden in diesem Zentrum regel-
maBig nachbeobachtet. Die Ubrigen 545 (37,2%) Patienten wurden aufgrund einer chroni-
schen Lebererkrankung regelmaBig in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Hepatologie und Gastroenterologie der Charité Campus Virchow-Klinikum betreut und
behandelt. Aufgrund der zugrundeliegenden Lebererkrankung (Diagnose) wurden die
Patienten insgesamt 8 Gruppen zugeordnet: Autoimmunhepatitis, Alkoholkrankheit, Krypto-
gene Cirrhose, Hepatitis B, Hepatitis C, nicht-alkoholische Fettlebererkrankungen (NAFLD),
primar bilidre Cirrhose und primar sklerosierende Cholangitis (siehe Tab. 10 und Abb. 8).

Alle Patienten wurden vom behandelnden Arzt Uber die Studie aufgeklart und gaben
dazu ihre schriftliche Einwilligung. Das Blut wurde jeweils im Rahmen von Routine-
Blutabnahmen in einem zusétzlichen EDTA-Réhrchen (10 ml) abgenommen. Die
Ethikkommision gab diesem Vorhaben fir die Patienten der Medizinischen und Chirur-

gischen Klinik ein positives Votum.
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Tab. 7: Geschlechtsverteilung im Patientenkollektiv.

Geschlecht Anzahl n Prozent
Ménnlich 794 54.1%
Weiblich 672 45.8%
Gesamt 1466 99,9%
Fehlend > 0,1%
Gesamt 1468 100,0%

Tab. 8: Altersmittelwerte, -median und —verteilung im Patientenkollektiv.

Alter Mittelwert Anzahl n
Mannlich 50,92 794
Weiblich 5047 672
Insgesamt 51,63 1466

60—

Absolute Werte

Abb. 6: Altersverteilung der Patienten in Abhangigkeit des Geschlechts.

1=maennlich,
2=weiblich

Il mannlich
[ weiblich
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Tab. 9: Ethnische Herkunft der Patienten.

Ethnische
Herkunft Anzahl n Prozente %
Deutsche 1216 628
Turken 105 72
Andere Européer 92 63
Asiaten o6 '8
Araber 03 o
Afrikaner 6 04
Gesamt 1268 1000
1.200
1.000
2 800+
(5
=
[
=1
3 600
3
<<
400
200
o
deutsch tarkisch restliche asiatisch arabisch afrikanisch

kaukasisch

Ethnizitaten

Abb. 7: Grosse der unterschiedlichen ethnischen Gruppen.
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Tab. 10: Diagnosenhdaufigkeiten im Patientenkollektiv.

Diagnosen Haufigkeit n Prozent %
AlH 97 6,6
Alkohol-toxisch 203 15,2
Kryptogen 68 46
HBV 199 13,6
HCV 621 42,3
NAFLD 40 .
PBC 153 10,4
PSC 58 4,0
Gesamt 1468 100,0

DIAGNOS0
B AH
[E Alkohol-Toxisch
[J Kryptogen
[l HBV
[JHev
[l NAFLD
OprBC
prsc

Abb. 8: Haufigkeiten der zugrundeliegenden Lebererkrankungen im Patientenkollektiv.



621 Patienten gehdrten dem Hepatitis-C-Patientenkolllektiv an, hierbei waren 338
(54,4%) mannlich, sowie 283 (45,6%) weiblich (siehe Tab. 11). Im Durchschnitt waren
sie 51,17 Jahre alt (siehe Tab. 12). 505 (81,3%) der Patienten waren deutscher Her-
kunft, 41 (6,6%) tlrkischer und 49 (7,9%) anderweitiger europaischer Herkunft. 8 (1,3%)
waren asiatischen, 14 (2,3%) arabischen und 4 (0,6%) afrikanischen Ursprungs (siehe

Tab 13).

Tab. 11: Geschlechtsverteilung im Hepatitis-C-Patientenkollektiv.

Geschlecht Anzahl n Prozent %
Méannlich 338 54,4
Weiblich 83 45.6
Gesamt 621 100,0

Tab. 12: Altersverteilung im Hepatitis-C-Patientenkollektiv

Altersmedian Mittelwert Anzahl n
Mannlich 50,82 338
Weiblich 51,58 83
Insgesamt 5117 621
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Tab. 13: Ethnische Herkunft des Hepatitis C Patientenkollektivs.

Ethnische

Herkunft Anzahl n Prozent %
Deutsche 505 813
Turken 41 6.6
Andere Europaer 49 7.9
Asiaten 8 1.3
Araber 14 23
Afrikaner 4 06
Gesamt 621 100,0

3.1.2 Kontroligruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 805 gesunden Neugeborenen, die im Jahr 1990 in der
Frauenklinik der Charité Campus Virchow geboren wurden. Nach Aufklarung und
schriftlicher Einverstandniserklarung der Eltern wurde ihnen Blut abgenommen und die
DNA asserviert. Auch hierfar liegt ein positives Votum der Ethikkommission vor.

3.1.3 Erfassung klinischer Daten

Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte im April 2003 anhand von Krankenakten.
Die Daten wurden in eine SPSS-Datei eingegeben. Erfasst wurden der Zeitpunkt der
Erstvorstellung in der Poliklinik und die Erkrankungsdauer. Zu allen Patienten liegen
allgemeine Daten, wie Alter, Geschlecht, Nationalitéat, Gewicht, Gr6Be und Body-Mass-
Index vor. Es wurden Begleiterkrankungen, Angaben zu einem mdglichen HCC und
einer Lebertransplantation erfasst. Weitere Daten sind Informationen zu Alkoholkon-
sum, Diabetes Mellitus, Familienanamnese, Medikamenteneinnahme, Toxineinwirkung,
bei viralen Hepatitiden die Transmissionsart und bei autoimmunen Lebererkrankungen
das Vorhandensein extrahepatischer Manifestationen. Laborchemisch erfasst wurden
Transaminasen (TA), Parameter wie AP, yGT, Billirubin, Parameter zum Eisenhaushalt
(Fe, Ferritin, Transferrin), Proteine (Albumin, Immunglobuline), Fette und bei den

Autoimmunerkrankungen die Autoantikérper. Bei Patienten mit einer viralen Hepatitis
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wurden zusatzlich Virusgenotyp, Virdmie, und der Antikérperstatus erfasst.
Die Laborwerte orientieren sich zeitlich an den Leberpunktionen, in den Fallen, in denen
keine Leberpunktion durchgefihrt wurde am Zeitpunkt der Erstvorstellung in der
Lebersprechstunde. Die Laborwerte bei den lebertransplantierten Patienten sind zum
Zeitpunkt der Routineuntersuchung vor der Transplantation bestimmt worden.

3.1.3.1 Schweregrad der Erkrankung (Fibrosestadien) bei Patienten mit Hepatitis C

Far die Berechnungen des Schweregrads der Erkrankung wurden aufgrund der umfas-
senderen Charakterisierung und vollstandigeren Daten nur die Patienten mit chroni-
scher Hepatitis C miteinbezogen. Patienten bei denen eine Koinfektion mit HBV/HIV
bestand, oder bei denen keine Leberbiopsie durchgefuhrt wurde, wurden in die Unter-
suchung nicht mit einbezogen. Dementsprechend wurden 536 Patienten analysiert.

3.1.3.2 Leberbiopsien bei Patienten mit Hepatitis C

Zentraler Punkt fir vorliegende Arbeit sind die Daten aus den Leberbiopsien, anhand
derer bei insgesamt 535 der 621 Hepatitis-C-Patienten ein histologischer Fibrosegrad
bestimmt werden konnte. Hierfir wurde die Klassifikation nach Scheuer benutzt
(Fibrosestadium 1-4, 4 = Cirrhose). Erfasst wurden auBer dem Fibrosestadium nach
Scheuer die Entziindungsaktivitat, das Vorhandensein von Gallengangslasionen, das
Vorhandensein einer Fettleber und der prozentuale Fettanteil. Zur Auswertung wurden
zwei unterschiedliche Bewertungen benutzt. Bei der ersten steht das Fibrosestadium 0-
1 flr eine nicht vorhandene bis milde Fibrose und das Stadium 2-4 flir eine relevante
Fibrose. Bei der zweiten Betrachtungsart steht 0-2 flr eine leichte und Stadium 3-4 fiir
eine fortgeschrittene Fibrose. Bei dem Kollektiv der lebertransplantierten Patienten
handelt es sich um die Histologien der Explantatleber.

3.1.3.3 Nicht invasive Fibrosebestimmung bei Patienten mit Hepatitis C

Eine nicht-invasive  Bestimmung des Fibrosestadiums mittels  Aspartate-
Aminotransferase-to-Platelet Ratio Index (APRI Score) konnte bei 598 der 621 Patien-
ten mit Hepatitis C erhoben werden. Der durch Wai et al. beschriebene Score wurde
nach folgender Formel ermittelt: APRI = [Aspartat Aminotransferase in IU/L (/45) x 100]
/ [Thrombocytenzahl (10°/L)] [92]. Er korreliert signifikant mit dem histologisch nachge-
wiesenen Fibrosestadium. Als Grenzwerte wurden die von Wai et al. ermittelten ,cut-off-
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levels“ benutzt. Es wurde bestimmt, wie viele Patienten keine Fibrose haben (absence
of fibrosis bei Werten <0,5) und wie viele eine Fibrose haben (presence of fibrosis bei
Werten >1,5). Fur Patienten mit einem Index >0,5 und < 1,5 kann mit dem APRI score
keine Aussage getroffen werden. Weiterhin wurde ermittelt, wie viele Patienten keine
Cirrhose haben (Absence of cirrhosis bei Werten <1) und bei wie vielen ein Cirrhose
vorliegt (Presence of cirrhosis bei Werten >2). Fir Patienten mit einem Index zwischen

>1 und <2 kann mit dem APRI score keine Aussage getroffen werden.
3.1.3.4 Therapien und Therapieansprechen bei Patienten mit Hepatitis C

Von den 621 Patienten mit chronischer Hepatitis C wurde bei 366 eine antivirale
Therapie und das Ansprechen auf diese dokumentiert. Die diversen antiviralen Thera-
pien wurden in 3 Grupppen zusammengefasst: 1. 102 Patienten (27,8%) erhielten eine
Interferon-Monotherapie 2. 106 Patienten (29%) erhielten eine Interferon- und Ribavi-
rintherapie 3. 153 Patienten (41,8%) erhielten eine Therapie mit pegyliertem Interferon
und Ribavirin. Bei 5 Patienten (1,4%) fehlen die genaueren Angaben zur Therapie.
(Siehe Tab. 14).

Tab. 14: Art der durchgefiihrten antiviralen Therapie bei den Hepatitis-C-Patienten.

Durchgefiihrten Therapie Anzahl (n) Prozent (%)
Interferon 102 27,8
Interferon + Ribavirin 106 29,0
Pegyliertes Interferon + Ribavirin 153 41,8
Fehlend 5 1,4
Gesamt 366 100,0

Das Therapieansprechen wurde wie folgt definiert:

e Sustained-Virologic-Response (SVR): negative HCV-RNA nach 24 Wochen Thera-

pie, sowie 6 Monate nach Therapieende.

e Relapse (Ruckfall): HCV-RNA negativ zum Therapieende, jedoch positiv in der 6
monatigen Nachbeobachtungszeit.
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e Breakthrough: Rickfall unter Therapie.

e Non-Responder: Abfall der HCV-RNA um weniger als 2 log Stufen innerhalb von 12
Wochen Therapie bzw. positives Ergebnis der HCV-RNA zur Therapiewoche 24

e Drop out: friihzeitiges Abbrechen der Therapie

e Ergebnis offen: Patienten, die zum Zeitpunkt der Datenerhebung die Therapie noch
nicht beendet hatten wurden nicht in die Auswertung zum Therapieansprechen ein-
geschlossen.

Von den 366 miteinbezogenen Patienten mit dokumentierter antiviraler Therapie, hatten
137 eine SVR, 64 einen Relapse, 18 einen Breakthrough und 147 waren Nonresponder.
Weitere 25 Patienten mussten aufgrund eines frihzeitigen Therapieabbruchs oder
aufgrund einer noch nicht abgeschlossenen Therapie (Ergebnis offen) von der Analyse
ausgeschlossen werden (siehe Tab. 15).

Tab. 15: Therapieansprechen der Hepatitis-C-Patienten auf antivirale Therapie.

Therapieansprechen Anzahl n Prozent (%)
SVR 137 35.0
Relapse 64 16.4
Breakthrough 18 4.6
Non responder 147 37.6
Drop out 19 4.9
Ergebnis offen 6 1.5
3.2 Material
3.2.1 Gerite

e Zentrifuge:
Centrifuge 5417 C, Eppendorf AG, Hamburg

e Pipetten:
a) Eppendorf Multipette plus, Eppendorf AG, Hamburg
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b) Eppendorf Research Pipetten 0,5-10pul;10-100pul; 100-1000ul, Eppendorf
AG, Hamburg

¢) Multichannel Finnpipette 5-50ul, Thermo Labsystems, Egelsbach

d) Finnpipette 40-200ul Thermo Labsystems, Egelsbach
PCR-Maschinen:

a) T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Géttingen

b) Trio Thermpblock, Biometra GmbH, Géttingen

Vortexer:
Minishaker MS1, IKA-Works Inc., Wilmington, NC, U.S.A.

Probenerwarmer:
Dri Block DB3, model fdb030d, Techne, Cambridge

Light-Cycler:
Light-Cycler 1l, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Kapillarzentrifuge:
LC Carousel Centrifuge, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

LightCycler-Software:
Version 3.5, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

PC:
Vectra, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

Drucker:
Deskjet 970CXI, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

Bildschirm:
Vectra, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn

SPSS-Software:
zur Erfassung klinischer Daten, zur Auswertung und Statistik

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Blutabnahmerohrchen:
EDTA Monovetten, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
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DNA-Extraktionskit:
QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden

ReaktionsgefaBe:

a) Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 1,5ml, Eppendorf AG,Hamburg

b) Qiagen Collection Tubes 15ml, Qiagen GmbH, Hilden

c) Tubes 4ml 75x11,5mm, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Pipettenspitzen:

a) Combitips plus 2,5ml u. 10ml, Eppendorf AG, Hamburg

b) Eurotips in Racks 100pl u. 1000ul , Eppendorf AG, Hamburg

C) 10y, 100ul, 1000ul, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
PCR-ReaktionsgefaBe:

PCR Tubes ultradiinn 0,2ml Strips a 8 Tubes u. Caps, Biozym Diagnostik GmbH,

Hess. Oldendorf

Light-Cycler-Kapillaren:
Capillaires, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

3.2.3 Reagenzien und Chemikalien

Ethanol:
absolut (100%) Merck KgaA, Darmstadt

Steriles Wasser:
Aqua ad injectabile, Braun, Melsungen

PCR-OI:
Bayol F, Serva, Heidelberg

3.2.4 Enzyme und zugehérige Puffer

Tag-Polymerase:
5U/ul, AmpliTaq Gold, Applied Biosystems, Roche, Mannheim
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e PCR-Puffer:
10x PCR-buffer, Applied Biosystems, Roche, Mannheim

e MqgCl,:
15 nM, Applied Biosysthems, Roche, Mannheim

e dNTPs:
je 2,5mM, Applied Biosystems, Roche, Mannheim

3.2.5 Primer und Sonden

PCR-Primer:
10 uM, TIBMOLBIOL, Berlin

Sonden:
5uM, TIBMOLBIOL, Berlin

3.2.6 Software

Light-Cycler Software, Version 3.5, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Version 14.0, Chicago, USA ;
Microsoft Office, Microsoft Corporation, USA

Phase Version 2.1. Department of Statistics, University of Washington, Seattle, USA.

3.3 Methoden
3.3.1 Blutgewinnung und DNA Extraktion

Das Patientenblut wurde durch venése Punktion gewonnen und in EDTA-Réhrchen bei
-20°Celsius gelagert. Zur DNA-Extraktion aus Vollblut wurde der QlAamp-DNA-Mini-Kit
der Firma Qiagen verwendet. Gearbeitet wurde nach dem im Handbuch beschriebenen
Protokoll fir die DNA-Extraktion aus Vollblut. Aus praktischen Grinden wurde bei der
Extraktion die vierfache Menge DNA extrahiert, d.h. es wurden pro Blutprobe 1600 pl

verwendet, die in jeweils zwei Drehsaulen (,spin columns®) extrahiert wurden.
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3.3.2 PCR

Um die MBL-Polymorphismen bestimmen zu kénnen, wurde die gewonnene genomi-
sche DNA mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-Chain-Reaktion = PCR)
amplifiziert. Amplifiziert wurden die Abschnitte von Codon 1 bis 961 des Homo Sapiens
(MBL2-Gen auf Chromosom 10). Verwendet wurden der MBL-Pr1-FA als Vorwartspri-
mer und der MBL-E1b-RA als Ruckprimer (siehe Tab. 16). Die Primer wurden von
TibMolbiol Berlin synthetisiert.

Tab. 16: PCR-Primer 10 uM, TIBMOLBIOL, Berlin

Vorwartsprimer

CCTgC CAgAAAGTAg AgA
MBL-Pr1-FA I HRGRRRGTAG F9RA9

Ruckprimer

CTgTTCT gTCTCTgCAA
MBL-E1b-RA 999~18 J J

3.3.2.1 Arbeitsablauf

Die genomische DNA wurde in PCR Strips a 8 Rdéhrchen (Biozym Diagnostik GmbH)
pipettiert, jeweils 3 pl pro Patient. Zu den 3 pl DNA wurden jeweils 25 pl PCR Mastermix
hinzugegeben (siehe Tab 17) und ein Tropfen Ol zur Verhinderung der Evaporisation

wahrend des Amplifizierens.
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Tab. 17: Zusammenstellung des Mastermixes fiir die PCR.

Mastermix fir PCR Mengen in pl fiir 1 Probe
H20 20,15
10 x Puffer 2,6
MgCI2 1,56
dNTP 1,0
Hinprimer 0,26
Riickprimer 0,26
Taq Polymerase 0,15
Insgesamt 26,04

Die Polymerase Kettenreaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

—

95°C fur 12 Min

2. 95°C fur 20 Sek

3. 60°C flr 40 Sek

4. 72°C fur 90 Sek

5. 72°C fur 2 Min

Die Schritte 2-4 wurden 48-mal wiederholt, an den 48. Zyklus schloss sich ein weiterer

Elongationsschritt an. Nach einer Gesamtdauer von 3 2 Stunden wurde die DNA bis

zur Polymorphismusbestimmung im Kihlschrank bei +4 ° Celsius aufbewahrt.

3.3.3 Mutationsdetektion mittels Light-Cycler

3.3.3.1 Prinzip

Die MBL-Genotypisierung wurde mittels Light-Cycler durchgefiihrt. Es handelt sich um
ein System mit zwei unterschiedlichen funktionellen Einheiten. Zum einen ein Thermo-
cycler, in welchem die Amplifikation erfolgt, und zum anderen die Vorrichtung zur

Fluoreszenzdetektion und -messung. Der Light-Cycler arbeitet mit 32 Proben gleichzei-
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tig, die in Glaskapillaren a 20 pl pipettiert werden. Mit Hilfe von zwei Kanalen kénnen
zwei unterschiedlich markierte Sonden gleichzeitig bestimmt werden. Mit Hilfe von
Oligonucleotidsonden und einer Schmelzkurvenanalyse ist es mdglich eine Mutations-
analyse durchzufiihren und Einzelbasenaustausche festzustellen. Dieser Ansatz der
sequenzspezifischen Detektion mittels Hybridisierungssonden basiert auf dem FRET-

Prinzip, dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Prinzip (siehe Abb. 9).

Nicht gemessene
ANREGUNG EMISSION

nd

Annealing

EMISSION
ANREGUNG  FRET ’

e

S
‘ ‘
[TTII]]]]

AMPL.

© L Red640/705 Akzeptor

O Fluoreszindonor
) Phosphat

Abb. 9: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET-Prinzip) mit Hybridisierung und

Anregung der Sonden (aus Light-Cycler-Manual, Roche).

Zur Reaktion bendtigt man das zu analysierende PCR-Produkt und zwei Oligonucleo-
tidsonden. Die erste Sonde, der Sensor, bindet mit dem 5’ Abschnitt an die zu analysie-
rende Region. An seinem eigenen 3’ Abschnitt ist er an ein Fluorophor-Fluoreszin (FL)
gebunden. Die zweite Sonde, der sogenannte Anker/Anchor ist mit seinem 5 Ende an
den Farbstoff Light-Cycler-Red 640 oder 705 (LC) gekoppelt und bindet mit seiner 3’
Region an die DNA. Binden nun beide Sonden an die genomische DNA, liegen sie eng
nebeneinander und damit auch die Farbstoffe. Das FRET-Prinzip hangt von dieser
raumlichen Nahe der beiden Farbstoffe ab, denn ohne diese Nahe kann kein Energie-
transfer stattfinden. Eine Leuchtdiode regt nun den Sensor an, welcher seine Energie
an den Anchor weitergibt. Der angeregte Anchor emittiert daraufhin Licht einer anderen
Frequenz, das vom Light-Cycler detektiert und gemessen werden kann. Da die Intensi-
tat der Fluoreszenz proportional zur Ablésung der Sonden von der DNA abnimmt, kann
der Apparat durch Erhitzen auf 95°Celsius (zur Denaturierung), Abkihlen auf 45°

Celsius und anschlieBender langsamer Erwarmung eine Schmelzkurve erstellen. Schon
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beim Austausch einer einzigen Base bindet die Sonde nicht mehr so fest an die DNA,
und die Schmelzkurve verschiebt sich nach links, da sich die Sonde bereits bei einer
niedrigeren Temperatur von der DNA-Zielsequenz 16st (siehe Abb. 10). Dies gilt fur
wildtypspezifische Sonden, bei mutationsspezifischen Sonden verhalt es sich umge-
kehrt. Fir die vorliegende Arbeit wurden mutationsspezifische Sonden benutzt.

- dF/dT

————»

50 60 70 80 90

50 60 70 80 90
Schmelztemperatur

AMPLIKON

Abb. 10: Prinzip der Mutationsdetektion mit einer wildtypspezifischen Sonde. Durch den Austausch einer
Base ist die Bindung von Sonde und Amplikon schwécher, die Schmelztemperatur wird niedriger ( aus
Light-Cycler-Manual, Roche).

3.3.3.2 Sonden

Zur Detektion der bekannten MBL-Varianten wurden 5 mutationsspezifische und 2
wildtypspezifische Sonden verwendet, anhand derer 5 verschiedene Punkmutationen
auf dem MBL-Gen bestimmt wurden (Polymorphismen X/Y, P/Q, sowie 57, 54 und 52)
(siehe Tab. 18).
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Tab. 18: Light-Cycler-Sonden, welche bei der MBL-Polymorphismusdetektion verwendet wurden.

Sen: Sensor =Donor, Anc: Anchor; Anker =Akzeptor, ph=Phosphat, FL=5,6-Carboxy-Fluoreszein.

MBL-Sen X/Y TCTCACTgCCACCgAAAQCAT FL
MBL-Anc Y/X LC705-TTTATAgTCTTCCAgCAgCAACQCCA ph
MBL-Sen P/Q CAgAgggCATgCTCggTAA FL
MBL-Anc P/Q LC705-ATgTgTTCATTACTgAgATTAACCTTCC-

CTgAg ph

MBL-Sen G54D

LC640-CTCCCTTggTgTCATCACGCCCA ph

MBL-Sen G57E

LC640-TCTTCCTTggTgCCATCACGCCCA ph

MBL-Anc
52/54/57

CAgCCCAACACGTACCTggTTCCCCCT FL

3.3.3.3 Durchftihrung

Zur Genotypisierung wurden je 6 yl PCR-Produkt in Light-Cycler-Kapillaren pipettiert, zu

denen je 4 yl Sondenmix hinzugegeben wurden. Bei den Wiederholungsdurchgangen

wurden jeweils 8 pul PCR-Produkt verwendet. Der Sondenmix wurde folgenderweise
hergestellt (siehe Tab. 19):
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Tab. 19: Zusammensetzung des Mastermixes fir die Mutationsanalyse am Light-Cycler.

Mutation P/Q Mengen fiir 1 Mutation X/Y Mengen fiir 1
und 54 (B) Probe in i und 57 (C) Probe in pl
H20 3,8 | H20 3,8
LC 54 0,18 | LC 57 0,18
LC PQ 0,18| LC XY 0,27
FL 54 0,14 | FL 57 0,14
FL PQ 0,14 | FL XY 0,22

Far 15 Sekunden wurden die Proben bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
und anschlieBend im Light-Cycler mit dem Programm ,MBL-2-Melt“ analysiert (siehe
Tab. 20).

Tab. 20: Light-Cycler Messvorgang nach dem Programm MBL-2-Melt.

1. 95°C flir 60 Sekunden nach Temperaturanstieg | Initiale Denaturierung
von 20°C/ s

2. 45°C fir 30 Sekunden nach Temperaturabfall
von 20°C/ s

3. Temperaturanstieg von 0,1°C/ s bis zu einer | Aufzeichnung der Fluoreszen-
Temperatur von 80°C zen zur Mutationsanalyse

4. Abkihlung auf 40°C mit 20°C/ s

Als Ergebnis resultieren spezifische Schmelzkurvenmuster, aufgrund derer die Auswer-

tung (die Zuordnung zu einem Genotyp) erfolgte (siehe Abb. 11-13).
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Abb. 11: Spezifische Schmelzkurvenmuster zur Ermittlung der Polymorphismen im Exon 1 am Light-
Cycler. Aufgrund der Spezifitdt der Sonden, resultiert bei Vorliegen des gesuchten Polymorphismus der
jeweils héchste Schmelzpunki.
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Abb. 12: Spezifische Schmelzkurvenmuster zur Ermittlung der PQ-Polymorphismen am Light-Cycler.

Wildtypspezifische FRET-Sonde (Wildtyp=P). Aufgrund der hohen Spezifitdt der Sonden resultiert beim
Vorliegen des P-Polymorphismus die héchste Schmelzkurve.
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Abb. 13: Schmelzkurven fir den Promoterpolymorphismus an Position -221 (Wildtyp= Y). Polymorphis-
musspezifische FRET- Sonde. Aufgrund der hohen Spezifitdt der Sonde resultiert bei Vorliegen eines
Polymorphismus (X) die hdchste Schmelzkurve.
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3.3.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS

(Statistical Package for Social Sciences) fir Windows (Version 14.0).

Zur Berechnung der Allel- und Genotypvorkommen (erster Teil, sieche 4.1), sowie bei
den Berechnungen zum Krankheitsschweregrad (zweiter Teil, siehe 4.2) wurde der Chi-
Quadrat-Test benutzt. Die Ergebnisse wurden auf Signifikanzen geprift, dabei wurden

P-Werte unter 0,05 als signifikant betrachtet.

Flr den dritten Teil der Berechnungen, namlich der Analyse des Therapieansprechens
(siehe 4.3), wurde zusatzlich eine binar logistische Regression durchgefiihrt.

Die Haplotypenanalysen erfolgten mit dem am Department of Statistics der University of
Washington, Seattle, USA entwickelten Programm PHASE Version 2.1.1, mit den durch
Stephens et al. beschriebenen Methoden der Haplotypenrekonstruktion [93, 94].
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4 Ergebnisse

4.1 Allelfrequenzen und Genotypen
4.1.1 Allelfrequenzen der MBL-Varianten

Die Allelfrequenzen der Patienten mit chronischen Lebererkrankungen wurden mit

denen der Kontrollgruppe verglichen.

Hierbei wurde weder bei den Exon-1-, noch bei den X/Y- Polymorphismen eine signifi-
kante Differenz beobachtet (P-Werte bei Exon 1: 0,499, bei X/Y: 0,337, P/Q wurde in
der Kontrollgruppe nicht untersucht) (siehe Tab. 21).

Um feststellen zu kdénnen, ob bestimmte Allele bei einzelnen Lebererkrankungen
gehauft oder vermindert auftreten, wurden die Allelfrequenzen auBerdem in verschie-

denen Diagnose-Untergruppen betrachtet.

Auch hierbei wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede gefunden (P-Werte bei
Exon 1: 0,620 bei P/Q: 0,135 und bei X/Y:0,565) (siehe Tab. 21).

53



Tab. 21: Frequenzen der Exon-1-, PQ-und XY-Allele bei den verschiedenen Erkrankungen und im

Vergleich mit den Kontrollen.

. MBL-Exon-1-Allele
Diagnosen
Wt (A) 54 (B) 57 (C) 52 (D) Gesamt

AH 162 18 2 12 194
(83,5%) (9,3%) (1,0%) (6,2%) (100,0%)

Alkohol- 335 63 7 41 446
Toxisch (75,1%) (14,1%) (1,6%) (9,2%) (100,0%)
kryptogen 106 18 1 11 136
(77,9%) (13,2%) (0,7%) (8,1%) (100,0%)

HBV 311 55 7 25 398
(78,1%) (13,8%) (1,8%) (6,3%) (100,0%)

HCV 959 168 26 89 1242
(77,2%) (13,5%) (2,1%) (7,2%) (100,0%)

NAFLD 77 17 1 3 98
(78,6%) (17,3%) (1,0%) (3,1%) (100,0%)

PBC 239 40 4 23 306
(78,1%) (13,1%) (1,3%) (7,5%) (100,0%)

PSC 97 10 0 9 116
(83,6%) (8,6%) (0,0%) (7,8%) (100,0%)

Gesamt 2286 389 48 213 2936
(77,9%) (13,2%) (1,6%) (7,3%) (100,0%)

(77,8%) (14,7%) (1,7%) (5,8%)| (100,0%)
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PQ-Allel

Diagnose

P Q Gesamt
AlH 144 50 194
(74,2%) (25,8%) (100,0%)
Alkohol- 356 90 446
Toxisch (79,8%) (20.2%) (100,0%)
kryptogen 115 1 136
(84,6%) (15.4%) (100,0%)
HBV 323 75 398
(81,2%) (18,8%) (100,0%)
HCV 974 268 1242
(78,4%) (21,6%) (100,0%)
NAFLD 704 ss; o9 98
e (29,6%) (100,0%)
PBC S, 28 68 306
(77.8%) (22,2%) (100,0%)
PSC 78 431) 25 116
e (21,6%) (100,0%)
Gesamt (782:7;:/(; 626 2936
7R (21,3%) (100,0%)
Kontrollen 0.0%) 0 1610
(0,0%) (0,0%) (100,0%)
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XY-Allel
Diagnose
Fehlend Gesamt

AlH 0 43 151 194
(0,0%) (22,2%) (77,8%) (100,0%)

Alkohol-Toxisch 2 86 358 446
(0,4%) (19,3%) (80,3%) (100,0%)

kryptogen 0 38 98 136
(0,0%) (27,9%) (72,1%) (100,0%)

HBV 0 95 303 398
(0,0%) (23,9%) (76,1%) (100,0%)

HCV 2 288 952 1242
(0,2%) (23,2%) (76,7%) (100,0%)

NAFLD 0 17 81 98
(0,0%) (17,3%) (82,7%) (100,0%)

PBC 0 65 241 306
(0,0%) (21,2%) (78,8%) (100,0%)

PSC 0 28 88 116
(0,0%) (24,1%) (75,9%) (100,0%)

Gesamt 4 660 2272 2936
(0,1%) (22,5%) (77,4%) (100,0%)

Kontrollen 0 376 1234 1610
ontrolle (0,0%) (23,4%) (76,6%) (100,0%)

4.1.2 Allelfrequenzen der MBL-Varianten bei unterschiedlichen Ethnien

Fir die gesamte Patientenpopulation wurden die Allelfrequenzen der MBL-
Polymorphismen untersucht. Die Frequenzen in den unterschiedlichen ethnischen
Gruppen wurden betrachtet und mit den aus der Literatur bekannten Allelfrequenzen
(siehe Tab.4 Kapitel 1.2.3) verglichen.

Es zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung unserer Patienten-Population und
Kontrollgruppe mit den bisher beschriebenen Allelfrequenzen bei Europdern. Die
Ethnizitat der Patienten hatte keinen signifikanten Einflu3 auf die Allelfrequenz (P-Wert
Exon1: 0,107, PQ: 0,588 und XY: 0,49) (siehe Tab. 22).
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Tab. 21: Frequenz der Exon-1, PQ- und XY-Allele bei den verschiedenen Ethnizitaten.

Exon-1-Allele

Ethnizitat
A B C Gesamt
Deutsche 1900 314 35 183 2432
78,1% 12,9% 1,4% 7.5% 100,0%
Torken 154 35 4 17 210
73,3% 16,7% 1,9% 8,1% 100,0%
Andere 138 32 3 1 184
Européer 75,0% 17,4% 1,6% 6,0% 100,0%
Asiaten 45 5 2 0 52
86,5% 9,6% 3,8% 0,0% 100,0%
Araber 38 2 4 2 46
82,6% 4,3% 8,7% 4,3% 100,0%
Afrikaner 11 1 0 0 12
91,7% 8,3% 0,0% 0,0% 100,0%
Gesamt 2286 389 48 213 2936
77,9% 13,2% 1,6% 7,3% 100,0%
PQ-Allel
Ethnizitat
P Q Gesamt
1918 514 2432
Deutsche (78,9%) (21,1%) (100,0%)
- 176 34 210
Tarken (83,8%) (16,2%) (100,0%)
133 51 184
Andere o o o
Europger (72,3%) (27,7%) (100,0%)
43 9 52
Asiaten (82,7%) (17,3%) (100,0%)
32 14 46
Araber (69,6%) (30,4%) (100,0%)
. 8 4 12
Afrikaner (66,7%) (33,3%) (100,0%)
2310 626 2936
Gesamt (78,7%) (21,3%) (100,0%)
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XY-Allel

Ethnizitit
X Y Gesamt
566 1862 2432
Deutsche (23,3%) (76,6%) (100,0%)
- 44 166 210
Tdrken (21,0%) (79,0%) (100,0%)
36 148 184
Andere
Europger (19,6%) (80,4%) (100,0%)
7 45 52
Asiaten (13,5%) (86,5%) (100,0%)
7 39 46
Araber (15,2%) (84,8%) (100,0%)
Afrikaner 0 12 12
(0,0%) (100,0%) (100,0%)
cooamt 660 2272 2036
(22,5%) (77,4%) (100,0%)

4.1.3 Genotypfrequenzen

Analog zu den Allelfrequenzen, wurden die Genotypfrequenzen der Patienten mit

chronischen Lebererkrankungen mit denen der gesunden Kontrollgruppe verglichen.

Weiterhin wurden die Genotypfrequenzen der verschiedenen Diagnosegruppen unter-

einander verglichen. Flr diese Betrachtungen wurden die Mutationen im Exon 1 auf

folgende Weise zusammengefasst: Homozygote Wildtypen (AA), Heterozygote (A/B,

A/C, A/D), Homozygote und compound Heterozygote (B/B, C/C, D/D, B/C, B/D, C/D).

Auch hier ist festzustellen, dass sich die Genotypfrequenzen weder bei den gesunden

Kontrollen und den Patienten mit chronischen Lebererkrankungen insgesamt (P-Werte

Exon 1: 0,409 und X/Y :0,634), noch in den einzelnen Diagnosegruppen signifikant

unterscheiden (P-Werte Exon 1: 0,276, X/Y: 0,666 und PQ: 0,155) (siehe Tab. 23).
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Tab. 22: Genotypfrequenzen der Exon-1-, PQ- und XY-Polymorphismen bei den verschiedenen

Erkrankungen und im Vergleich mit Kontrollen.

Exon-1-Genotyp

Diagnose Homozygote
Mutation,
. Compound
Wildtyp Heterozygot Heterocygot Gesamt
AlH 69 24 4 97
(71,1%) (24,7%) (4,1%) (100,0%)
Alkohol-Toxisch 127 81 15 223
(57,0%) (36,3%) (6,7%) (100,0%)
Kryptogen 39 28 1 68
(57,4%) (41,2%) (1,5%) (100,0%)
HBV 124 63 12 199
(62,3%) (31,7%) (6,0%) (100,0%)
HCV 377 205 39 621
(60,7%) (33,0%) (6,3%) (100,0%)
NAFLD 30 17 2 49
(61,2%) (34,7%) (4,1%) (100,0%)
PBC 90 59 4 153
(58,8%) (38,6%) (2,6%) (100,0%)
PSC 41 15 2 58
(70,7%) (25,9%) (3,4%) (100,0%)
Gesamt 897 492 79 1468
(61,1%) (33,5%) (5,4%) (100,0%)
Kontrollen 493 266 44 803
(61,4%) (33,1%) (5,5%) (100,0%)
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PQ-Genotyp

Diagnose
Wildtyp Heterozygot Homozygot Gesamt
AlH 53 38 6 97
(54,6%) (39,2%) (6,2%) (100,0%)
Alkohol-Toxisch 144 68 11 223
(64,6%) (30,5%) (4,9%) (100,0%)
Kryptogen 50 15 3 68
(73,5%) (22,1%) (4,4%) (100,0%)
HBV 133 57 9 199
(66,8%) (28,6%) (4,5%) (100,0%)
HCV 383 208 30 621
(61,7%) (33,5%) (4,8%) (100,0%)
NAFLD 26 17 6 49
(53,1%) (34,7%) (12,2%) (100,0%)
PBC 90 58 5 153
(58,8%) (37,9%) (3,3%) (100,0%)
PSC 38 15 5 58
(65,5%) (25,9%) (8,6%) (100,0%)
Gesamt 917 476 75 1468
(62,5%) (32,4%) (5,1%) (100,0%)
Kontrollen
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XY-Genotyp
Diagnose
Wildtyp Heterozygot Homozygot Gesamt
AlH 60 31 6 97
(61,9%) (32,0%) (6,2%) (100,0%)
Alkohol-Toxisch 143 72 7 223
(64,1%) (32,3%) (3,1%) (100,0%)
Kryptogen 36 26 6 68
(52,9%) (38,2%) (8,8%) (100,0%)
HBV 117 69 13 199
(58,8%) (34,7%) (6,5%) (100,0%)
HCV 358 236 26 621
(57,6%) (38,0%) (4,2%) (100,0%)
NAFLD 33 15 1 49
(67,3%) (30,6%) (2,0%) (100,0%)
PBC 91 59 3 153
(59,5%) (38,6%) (2,0%) (100,0%)
PSC 32 24 2 58
(55,2%) (41,4%) (3,4%) (100,0%)
Gesamt 870 532 64 1468
(59,3%) (36,2%) (4,4%) (100,0%)
Kontrollen 474 286 45 805
(58,9%) (35,5%) (5,6%) (100,0%)

4.1.4 Haplotypenanalyse

Bei der Betrachtung einzelner Polymorphismen kann auf mdgliche Interaktionen
zwischen den Polymorphismen keine Ricksicht genommen werden. Aus diesem Grund
wurde zusatzlich eine Haplotypenanalyse durchgefihrt. Bei der Haplotypenanalyse
wurde die Haplotypenverteilung bei gesunden Kontrollen und Kranken betrachtet. Wie
in Kapitel 1.2.2 beschrieben sind aufgrund gestérter Kopplungsgleichgewichte sieben
Haplotypen bekannt (HYPA mit hoher MBL-Konzentration, LYQA, LYPA und LXPA mit
mittelgradig reduzierten MBL-Konzentrationen und LYPB, LYQC und HYPD ohne
wirksames MBL) (siehe Tab. 3 in Kapitel 1.2.2).

Es wurde ein statistisch signifikantes, gehauftes Vorkommen des YD-Haplotyps bei den
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Patienten mit chronischen Lebererkrankungen beobachtet (0,0713 bei Patienten vs.

0,0564 bei Kontrollen, P-Wert 0,023) (siehe Tab. 24).

Tab. 23: Vergleich der Haplotypenfrequenzen von Patienten vs. Kontrollen.

Erkrankte vs. Gesunde
Gesamt Gesamt Gesunde Gesunde Erkrankte [ Erkrankte
E SE Kontrollen | Kontrollen |E (1) SE (1)
E(0) SE (0)

YA 0.555702 | 0.005705 0.553421 0.006171 0.556952 0.005537
(high 100%)
XA 0.222719| 0.005115 0.224407 0.005499 0.221794 0.005001
(low 10%)
YC (0%) 0.015534 | 0.000698 0.014649 0.001214 0.016019 0.000506
YB (0%) 0.134355| 0.003722 0.141759 0.004373 0.130296 0.003442
YD (0%) 0.066069| 0.002105 0.056454 0.001922 0.071342 0.002281

E=Erwartungswert, SE=Standardabweichung

4.2 Bedeutung des MBL-Genotyps fiir die Schwere der Lebererkankung bei

Patienten mit chronischer Hepatitis C

4.2.1 MBL-Genotypfrequenzen in Abhédngigkeit vom Fibrosestadium bei Pati-
enten mit chronischer Hepatitis-C-Infektion

Bei 535 Patienten mit Hepatitis C, welche eine Leberbiopsie erhalten hatten, wurde das
histologische Fibrosestadium bestimmt und mit dem Genotyp verglichen. 240 von ihnen
hatten eine fortgeschrittene Fibrose, definiert als ein Fibrosestadium ab 3 nach Scheu-

er.

Ein hohes Fibrosestadium war nicht mit einem gehauften Vorkommen von homozygo-
ten oder heterozygoten Mutationen assoziiert (P-Werte fur Fibrosegrad 0-2 vs. 3-4
Exon1: 0,672, P/Q: 0,283 und X/Y: 0,221) (siehe Tab. 25).
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Tab. 24: Vergleich der Genotypen der Hepatitis-C-Patienten mit leichter bis massiger versus fortgeschrit-

tener Fibrose (Fibrosestadium 0-2 versus 3-4 nach Scheuer).

Exon-1-Genotyp

Leicht bis
maéssige versus.
fortgeschrittene Wildt Het ¢ H:nrﬂ?:t}’g: te G ¢
; i eterocygo ) esam
Fibrose P vo Compound
Heterocygote
iche/massige 174 98 23 295
(0-2 n. Scheuen) (54,5%) (54,7%) (62,2%) (55,1%)
fortgeschrittene 145 81 14 240
Fibrose (45,5%) (45,3%) (37,8%) (44,9%)
(3-4 n. Scheuer)
Gesamt 319 179 37 535
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
. Le_icht bis PQ-Genotyp
massige versus.
fortgeschrittene
Fibrose Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
ipichta/massige 183 102 10 295
(0-2 n. Scheuer) (54,5%) (58,3%) (41,7%) (55,1%)
pongeschitene 153 73 14 240
(3-4 n. Scheuen) (45,5%) (41,7%) (58,3%) (44,9%)
Gesamt 336 175 24 535
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
i Le_icht bis XY-Genotyp
massige versus.
fortgeschrittene
Fibrose Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
'Fel't‘)’r*gsé massige 181 101 12 294
(0-2 n. Scheuen) (58,0%) (50,2%) (57,1%) (55,1%)
fFQLtgeSChrittene 131 100 9 240
ibrose
(3-4 n. Scheuen) (42,0%) (49,8%) (42,9%) (44,9%)
Gesamt 312 201 21 534
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)




Um zu sehen, ob ein Einfluss flir besonders milde Formen der Erkrankung besteht,
wurde die MBL2-Genotypenfrequenz zusatzlich bei Patienten mit fehlender bzw.
minimaler Fibrose (Stadium 1 nach Scheuer) und solchen mit héhergradigen Fibro-

sestadien verglichen.

Auch in dieser Analyse konnte keine signifikante Assoziation zwischen Genotyp und
Schwere der Erkrankung beobachtet werden (P-Werte fir Fibrosegrad 0-1 vs. 2-4
Exon1: 0,198, P/Q: 0,412 und X/Y: 0,797) (siehe Tab. 26 und Abb. 14).

Tab. 25: Vergleich der Genotypen der Hepatitis-C-Patienten mit nicht relevanter versus relevanter

Fibrose (Fibrosestadium 0-1 versus 2-4 nach Scheuer).

Nicht relevante Exon-1-Genotyp
Fibrose versus
relevante Homocygote
Fibrose Wildtyp Heterocygot Mutation, Gesamt
Compound
Heterocygote

Nicht relevante 110 55 17 182
Fibrose (St. 0-1 (34,5%) (30,7%) (45,9%) (34,0%)
n.Scheuer)

Relevante 209 124 20 353
Fibrose (St. 2-4 n. (65,5%) (69,3%) (54,1%) (66,0%)
Scheuer)

Gesamt 319 179 37 535

(100,0%) (100,0%) (100%) (100,0%)

Nicht relevante PQ-Genotyp

Fibrose versus
relevante Fibrose

Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Nicht relevante 111 65 6 182
Fibrose (St. 0-1 (33,0%) (37,1%) (25,0%) (34,0%)
n.Scheuer)
Relevante 225 110 18 353
Fibrose (St. 2-4 n. (67,0%) (62,9%) (75,0%) (66,0%)
Scheuer)
Gesamt 336 175 24 535
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)




Nicht relevante XY-Genotyp
Fibrose versus
relevante Fibrose Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Nicht relevante 108 65 8 181
Fibrose (St. 0-1 (34,6%) (32,3%) (38,1%) (33.9%)
n.Scheuer) ’ J
Relevante
204 136 13 353
Fibrose (St. 2-4 n.
Scheuer) (65,4%) (67,7%) (61,9%) (66,1%)
Gesamt 312 201 21 534
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

Auch hier wurden bei der Betrachtung der Genotypen die Mutationen im Exon 1 auf
folgende Weise zusammengefasst: Homozygote Wildtypen (AA), Heterozygote (A/B,
A/C, A/D), Homozygote und compound Heterozygote (B/B, C/C, D/D, B/C, B/D, C/D).

4.2.2 Haplotypenanalyse in Abhangigkeit vom Fibrosestadium bei Patienten

mit chronischer Hepatitis C

In der Haplotypenanalyse in Bezug auf eine relevante (F2-4) oder nicht relevante
Fibrose (FO-1) wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet (P-Wert:
0,34616).

4.2.3 MBL-Genotypfrequenzen in Abhdngigkeit vom nicht-invasiven Fibroses-
core APRI

In Erganzung zum histologischen Fibrosegrad nach Scheuer wurde eine nicht invasive
Abschétzung der Fibrose nach dem von Wai et al. beschriebenen APRI-score vorge-
nommen (siehe Kapitel 3.1.3.3). Hierbei wurden die von Wai et al. ermittelten ,cut-off-
levels“ benutzt (absence of fibrosis bei Werten <0,5) (presence of fibrosis bei Werten
>1,5).

Zwischen Patienten mit und ohne Fibrose wurden, in Bezug auf die MBL-
Genotypfrequenzen, keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet (P-Werte
Absence of Fibrosis Exon 1: 0,614 , P/Q: 0,733 und X/Y 0,861) (P-Werte Presence of
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Fibrosis Exon1: 0,656, P/Q: 0,193 und X/Y 0,966) (siehe Tab. 27).

Tab. 26: MBL-Genotypen der Hepatitis-C-Patienten in Bezug auf das Vorhanden sein / Nicht vorhanden

sein einer Fibrose nach dem nichtinvasiven Fibrosescore APRI.

Exon-1-Genotyp

Fibrose klinisch Homocygote
nach APRI . :
Wildtyp Heterocygot Mutation, Gesamt
Compound
Heterocygote

Absence of fibrosis 100 55 8 163
(<0.5) (27,5%) (28,1%) (20,5%) (27,3%)
Presence of 131 75 12 218
fibrosis (>1.5) (36,1%) (38,3%) (30,8%) (36,5%)
Ohne Aussage 132 66 19 217
(>0.5, <1.5) (36,4%) (33,6%) (48,7%) (36,2%)
Gesamt 363 196 39 598

(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

Fibrose klinisch PQ-Genotyp
nach APRI
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt

Absence of fibrosis 106 50 7 163
(<0.5) (28,3%) (25,6%) (24,1%) (27,3%)
Presence of 136 67 15 218
fibrosis (>1.5) (36,4%) (34,4%) (51,7%) (36,5%)
Ohne Aussage 132 78 7 217
(>0.5, <1.5) (35,3%) (40,0%) (24,2%) (36,2%)
Gesamt 374 195 29 598

(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)




Fibrose klinisch

XY-Genotyp

nach APRI
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt

Absence of fibrosis 91 63 8 162
(<0.5) (26,5%) (27,8%) (30,8%) (27,1%)
Presence of 125 84 9 218
fibrosis (>1.5) (36,3%) (37,0%) (34,6%) (36,5%)
Ohne Aussage 128 80 9 217
(0.5, <1.5) (37,2%) (35,2%) (34,6%) (36,4%)
Gesamt 344 227 26 597

(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

4.2.4 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit histologisch gesicherter Le-

bercirrhose

Als weiterer Parameter fir die Schwere der Lebererkrankung wurde das Vorhandensein

einer histologisch gesicherten Cirrhose gewertet. Es wurde untersucht, ob Patienten mit

Varianten des MBL-Gens Uberdurchschnittlich hdufig eine Cirrhose entwickeln.

Weder bei den Polymorphismen im Exon 1 (P-Wert: 0,797) noch bei den P/Q- (P-Wert:
0,178) und X/Y-Polymorphismen (P-Wert: 0,473), konnte eine signifikante Differenz
zwischen Patienten mit und ohne Cirrhose festgestellt werden (siehe Tab. 28 und Abb.

14).

Tab. 27: MBL-Genotypen bei Hepatitis-C-Patienten mit histologisch gesicherter Cirrhose versus histologisch

gesichert keiner Cirrhose.

Exon-1-Genotyp

Cirrhose
histologisch ) H:nr:;:)act}(g: te
Wildtyp Heterocygot Compound Gesamt

Heterocygote
Keine Cirrhose 186 106 23 315
(58,1%) (58,2%) (63,9%) (58,6%)
Cirrhose 134 76 13 223
(41,9%) (41,8%) (36,1%) (41,4%)
Gesamt 320 182 36 538
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
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Cirrhose PQ-Genotyp
histologisch
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Keine Cirrhose 194 110 11 315
(57,6%) (62,5%) (44,0%) (58,6%)
Cirrhose 143 66 14 223
(42,4%) (37,5%) (56,0%) (41,4%)
Gesamt 337 176 25 538
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
Cirrhose XY-Genotyp
histologisch
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Keine Cirrhose 189 111 14 314
(60,2%) (55,2%) (63,6%) (58,5%)
Cirrhose 125 90 8 223
(39,8%) (44,8%) (36,4%) (41,5%)
Gesamt 314 201 22 537
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

4.2.5 Haplotypenanalyse bei Patienten mit histologisch gesicherter Leber-

cirrhose

Bei der Betrachtung der Haplotypenverteilung in Bezug auf eine histologisch gesicherte

Cirrhose wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (P-Wert: 0,99352).

4.2.6 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit Lebercirrhose mit Hilfe des
nicht-invasiven APRI-Scores

Analog zur Aussage Uber das Vorhandensein einer Fibrose mit Hilfe des nicht-invasiven
APRI-Score, wurde auch eine Aussage Uber das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein
einer Cirrhose getroffen (siehe Kapitel 3.1.3.3). Werte <1,0 machen das Vorhandensein
einer Cirrhose unwahrscheinlich (absence of cirrhosis) und Werte >2,0 wurden mit dem

Vorhandensein einer Cirrhose assoziiert (presence of cirrhosis).

Es ist festzustellen, dass es mit Ausnahme des P/Q-Polymorphismus zwischen den
unterschiedlichen Gruppen keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Vorkom-
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men von MBL-Polymorphismen gibt. Beim P/Q-Polymorphismus zeigt sich eine
grenzwertig signifikante Haufung von nicht MBL-produzierenden Q/Q-Genotypen
(Presence of cirrhosis 8,3% vs. Rest von 4,8%) (P-Werte absence of cirrhosis fir
Exon1: 0,813, P/Q: 0,171, und fir X/Y: 0,654) sowie (P-Werte presence of cirrhosis fir
Exon1: 0,997 ,P/Q: 0,045, und far X/Y: 0,569) (siehe Tab. 29).

Tab. 28: MBL-Genotypen der Hepatitis-C-Patienten in Bezug auf das Vorhanden-sein / Nicht-vorhanden-
sein einer Cirrhose nach dem nicht invasiven Cirrhosescore APRI.

Exon-1-Genotypen

Cirrhose klinisch

nach APRI Homocygote

. Mutation,
Wildtyp Heterocygot Compound Gesamt
Heterocygote

Absence of
cirrhosis (<1.0) 190 (52,3%) 97 (49,5%) 20(51,3%) 307 (51,3%)
Presence of
cirrhosis (>2,0) 103 (28,4%) 55 (28,1%) 11 (28,2%) 169 (28,3%)
Ohne Aussage
(>1,0, <2,0) 70 (19,3%) 44 (22,4%) 8 (20,5%) 122 (20,4%)
Gesamt 363 (100,0%) 196 (100,0%) 39 (100,0%) 598 (100,0%)
Cirrhose klinisch PQ-Genotyp

nach APRI

Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt

Absence of
cirrhosis (<1.0) 188 (50,3%) 108 (55,4%) 11 (37,9%) 307 (51,3%)
Presence of
cirrhosis (>2,0) 104 (27,8%) 51 (26,2%) 14 (48,3%) 169 (28,3%)
Ohne Aussage
(>1,0, <2,0) 82 (21.9%) 36 (18,4%) 4 (13,8%) 122 (20,4%)
Gesamt 374 (100,0%) 195 (100,0%) 29 (100,0%) 598 (100%)
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Cirrhose klinisch

XY-Genotyp

nach APRI
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt

Absence of
cirrhosis (<1.0) 179 (52,0%) 112 (49,3%) 15 (567,7%) 306 (51,3%)
Presence of
cirrhosis (>2,0) 98 (28,5%) 66 (29,1%) 5(19,2%) 169 (28,3%)
Ohne Aussage
(>1,0, <2,0) 67 (19,5%) 49 (21,6%) 6 (23,3%) 122 (20.4%)
Gesamt 344 (100%) 227 (100%) 26 (100%) 597 (100,0%)

4.2.7 MBL-Genotypfrequenzen bei Patienten mit Lebertransplantation

Von den 621 betrachteten Patienten mit chronischer Hepatitis-C-Infektion, wurden 155

aufgrund einer dekompensierten Lebercirrhose oder der Entwicklung eines hepatozellu-

laren Karzinoms lebertransplantiert. Eine durchgeflihrte Lebertransplantation wurde als

Parameter fur eine schwer verlaufende Erkrankung gewertet und demzufolge unter-

sucht, ob Polymorphismen bei diesen Patienten haufiger auftreten.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Bei den lebertrans-

plantierten Patienten traten weder heterozygote, noch homozygote Polymorphismen
haufiger als bei Nichttransplantierten auf (P-Werte Exon 1: 0,880, P/Q: 0,805, X/Y:
0,804) (siehe Tab. 30 und Abb. 14).
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Tab. 29: MBL-Genotypen bei lebertransplantierten Patienten mit chronischer Hepatitis C versus nicht

lebertransplantierten Patienten mit chronischer Hepatitis C.

Exon-1-Genotyp

Leber-
transplantation Homocygote
(LT Wildt Heterocygot Mutation, Gesamt
yp Y9 Compound
Heterocygote
Keine LTX 283 155 28 466
(75,1%) (75,6%) (71,8%) (75,0%)
LTX 94 50 11 155
(24,9%) (24,4%) (28,2%) (25,0%)
Gesamt 377 205 39 621
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
Leber- PQ Genotyp
transplantation
(LTX)
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Keine LTX 288 157 21 466
(75,2%) (75,5%) (70,0%) (75,0%)
LTX 95 51 9 155
(24,8%) (24,5%) (30,0%) (25.0%)
Gesamt 383 208 30 621
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
Leber- XY-Genotyp
transplantation
(LTX)
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
Keine LTX 272 174 19 465
(76,0%) (73,7%) (73,1%) (75,0%)
LTX 86 62 7 155
(24,0%) (26,3%) (26,9%) (25,0%)
Gesamt 358 236 26 620
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
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Abb. 14: Krankheitsprogression gemessen an Fibrose- und Cirrhoseentwicklung und erfolgter Leber-
transplantation in Abh&ngigkeit von Exon-1-Genotypen mit hohen bzw. niedrigen MBL-Konzentrationen

(nicht relevante Fibrose = Stadium 0-1 nach Scheuer, relevante Fibrose = Stadium 2-4 nach Scheuer).

4.3 Therapieansprechen bei Patienten mit Hepatitis C

4.3.1 MBL-Genotypfrequenzen in Abhdngigkeit vom Therapieansprechen bei
chronischer Hepatitis C

Bei den Patienten mit chronischer Hepatitis C wurde das Therapieansprechen auf eine
antivirale Therapie mit Interferon/pegyliertem Interferon und Ribavirin in Bezug auf
Genotypfrequenzen und Haplotypen betrachtet. Verglichen wurden Patienten mit
dauerhaftem Ansprechen auf eine antivirale Therapie (Sustained-Virologic Response
(SVR)) mit Patienten, bei denen kein dauerhaftes Ansprechen erreicht werden konnte

(Non-Response, Relapse, Breakthrough).

In der Gruppe der Patienten mit gutem Therapieansprechen (SVR) wurde ein signifikant
vermehrtes Vorkommen von Exon-1-Wildtypen mit hohen MBL-Spiegeln beobachtet
(43,8% der Patienten mit Exon-1-Wildtypen vs. 28,2% der Patienten mit Mutationen im

Exon 1) (P-Werte Genotypfrequenzen SVR vs. Nicht-SVR Exon 1: 0,009, P/Q: 0,204
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und X/Y: 0,541) (siehe Tab. 31 und Abb. 15).

Tab. 30: Genotypen bei Hepatitis-C-Patienten mit einer Sustained-Virologic-Response (SVR) versus
Patienten ohne SVR.

Exon-1-Genotyp
Sustained
Responder vs. ) H:nrﬂ?;}’g: te
restliche Wildtyp Heterocygot Compound Gesamt
Heterocygote
SVR 95 36 6 137
(43,8%) (29,3%) (23,1%) (37,4%)
Nicht-SVR 122 87 20 229
(56,2%) (70,7%) (76,9%) (62,6%)
Gesamt 217 123 26 366
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
Sustained
Responder vs. PQ-Genotyp
restliche
Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
SVR 80 54 3 137
(34,9%) (43,2%) (25,0%) (37,4%)
Nicht-SVR 149 71 9 229
(65,1%) (56,8%) (75,0%) (62,6%)
Gesamt 229 125 12 366
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
XY-Genotyp
Sustained Respon-
der vs. restliche Wildtyp Heterocygot Homocygot Gesamt
SVR 81 48 8 137
(37,7%) (35,8%) (50%) (37,5%)
Nicht-SVR 134 86 8 228
(62,3%) (64,2%) (50%) (62,5%)
Gesamt 215 134 16 365
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

Durch eine multivariate Regressionsanalyse unter Einschluss von Alter, Geschlecht,
HCV-Genotyp und yGT konnte der MBL2-Exon-1-Genotyp als unabhangiger Parameter
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fir das Therapieansprechen (SVR) bestatigt werden (OR: 0,545, 95% KI: 0,309-0,962,
p: 0,036).

Exon1-Genotypen

] Wildtypen
Genotypen mit
niedrigen mbl-
Spiegeln

Therapieansprechen in Abhéangigkeit des Exon1-Genotyps

Prozent

Sustained response Rest

Abb. 15: Therapieansprechen (Patienten mit Sustained-Response (SVR) versus Restliche) in Abhangigkeit des
Exon-1-Genotyps (Genotypen mit hohen MBL-Spiegeln versus Genotypen mit niedrigen MBL-Konzentrationen).

4.3.2 Haplotypenanalyse in Abhédngigkeit vom Therapieansprechen bei chro-
nischer Hepatitis C

Untersucht wurde die Haplotypenverteilung in Bezug auf das Therapieansprechen
(Erreichen einer SVR versus Restliche).

Beobachtet werden konnte ein erhéhtes Vorkommen an MBL-produzierenden Haploty-
pen (YQA, YPA) bei den Sustained-Respondern, sowie ein erhdhtes Vorkommen von
nicht MBL-produzierenden Haplotypen (YQC, YPB, YPD) bei den Patienten, die keine
SVR erreichten. Im Gegensatz zu der Genotypenanalyse waren diese Unterschiede
jedoch nicht signifikant (P-Wert: 0,3184) (Siehe Tab. 32 und Abb. 17).
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Tab. 31: Haplotypen bei Patienten mit Hepatitis C in Abhangigkeit des Therapieansprechens (Sustained-
Virological-Response (SVR) vs. Nicht-SVR).

SVR vs. Nicht-SVR

Gesamt Gesamt SVR SVR Nicht-SVR | Nicht-SVR
E SE E (0) SE (0) E(1) SE (1)

YQA
(high 100%) 0.184044 0.001033 0.203726 0.001864 0.172271 0.001200

YPA

(high/interm) 0.354954 0.001572 0.387260 0.001535 0.335625 0.002311

XPA
(low 10%) 0.226462 | 0.001345 | 0.233249 | 0.001241 | 0222402 | 0.001809
YQC (0%)

0.019167 | 0.000796 | 0.014853 | 0.001277 | 0.021747 |  0.000993
YPB (0%)

0.141070 | 0.000783 | 0.116607 | 0.000825 | 0.155707 | 0.001215
YPD (0%)

0.072322 0.000341 0.043723 0.000509 0.089432 0.000428

E=Erwartungswert, SE= Standardabweichung
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Abb. 16: MBL-Haplotypen in Abhangigkeit des Therapieansprechens (SVR vs. Nicht-SVR).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob Polymorphismen im MBL-Gen bei
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen gehauft auftreten, ob bei Patienten mit
MBL Polymorphismen eine schnellere Fibroseprogression festzustellen ist und ob bei
Hepatitis-C-Patienten mit MBL-Polymorphismen ein schlechteres Therapieansprechen
zu beobachten ist. Es wurden insbesondere die MBL-Polymorphismen untersucht, die
mit einer verminderten MBL-Serumkonzentration assoziiert sind. Um bei ausreichender
statistischer Power zu konsequenten Schlussfolgerungen kommen zu kdnnen, wurden
1468 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen sowie 805 Kontrollpersonen

eingeschlossen.

5.1 Allelfrequenzen, Genotypen und Haplotypen

Die Allel- und Genotypfrequenzen der MBL-Polymorphismen der Patienten dieser
Untersuchung stimmen mit den aus der Literatur bekannten Frequenzen fur Européer
tberein. In der durchgefihrten Haplotypenanalyse wurde eine signifikante Haufung des
mit niedrigen MBL-Spiegeln einhergehenden YD-Haplotyps bei Patienten mit chroni-
schen Lebererkrankungen beobachtet (YD-Haplotyp: Kontrollen: 0,713 vs. Kranke:
0,564, p=0,023).

Wie in den Arbeiten von Thomas [78], Bellamy [79] und Yuen [81] vorbeschrieben, lie3
sich auch in unserer Patientenpopulation keine Assoziation von MBL-Polymorphismen
im Codon 57 mit dem Vorliegen einer chronischen Virushepatitis nachweisen. Darlber
hinaus zeigt unsere Untersuchung auch fir andere Lebererkrankungen, fir die es
bisher in der Literatur keine Untersuchungen gibt, keine Assoziation mit MBL-
Polymorphismen in Codon 57. Bei der Untersuchung von MBL-Polymorphismen in
Codon 52 wurde bisher in einer Studie bei Europaern eine positive Assoziation mit dem
Vorliegen einer chronischen Hepatitis-B-Virus-Infektion beobachtet [78]. Dieses Ergeb-
nis konnte jedoch in drei nachfolgenden Studien nicht bestétigt werden [26, 80, 81].
Auch in unseren Untersuchungen konnten wir keine Assoziation von Polymorphismen in

Codon 52 mit chronischer Hepatitis B oder anderen Lebererkrankungen zeigen. Eine
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Erklarung fir die positive Assoziation bei Thomas et al. kénnte die niedrige Patienten-
zahl von 19 und 33 Patienten sein, die zu falsch positiven Ergebnissen fihren kann. Die
Ethnizitat der Patienten als Grund fiir unterschiedliche Ergebnisse scheint in diesem
Falle von untergeordneter Bedeutung, da sowohl in der Studie von Hoehler et al. als
auch in der vorliegende Studie Patienten europaischer Herkunft untersucht wurden. Am
ausfihrlichsten von den MBL-Exon-1-Polymorphismen wurde bis dato der Einfluss des
Codon 54 untersucht. Jedoch konnte in keiner der Untersuchungen in Populationen
verschiedener Ethnizitdt eine Assoziation von Polymorphismen im Codon 54 mit
chronischer Virushepatits B oder C nachgewiesen werden [78-81, 83, 84, 88, 90]. Song
et al. berichteten lediglich Uber ein signifikant erhéhtes Vorkommen des Codon-54-
Polymorphismus bei alleiniger Betrachtung der Patienten mit akuter HBV-Infektion [26].
In einer kleinen Gruppe von 43 Patienten mit fulminantem Leberversagen fand man
jedoch kein gehauftes Auftreten von Codon 54 Polymorphismen [82]. Unsere Untersu-
chungen unterstlitzen die Ergebnisse der vorangegangenen Studien, da auch sie kein
vermehrtes Auftreten des Polymorphismus im Codon 54 bei HBV- und HCV- infizierten
Patienten zeigen. Patienten mit akutem Leberversagen oder akuter Hepatitis B wurden
in der vorliegenden Studie aufgrund der geringen Patientenzahlen nicht gesondert
betrachtet. Weitaus weniger untersucht wurden bisher das Vorkommen der X/Y-, H/L-
und P/Q-Polymorphismen bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen. Chong et
al. [84] untersuchten die Frequenz des X/Y-Polymorphismus bei HBV-Infizierten und
stellten keine Assoziation fest. Hakozaky et al. [82] untersuchten 43 japanische Patien-
ten mit fulminantem Leberversagen, konnten jedoch auch hier kein vermehrtes Auftre-
ten des X/Y- oder ein vermindertes Auftreten des H/L-Polymorphismus beobachten. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen in die gleiche Richtung, da auch hier keine
erhdhten Allelfrequenzen der X/Y- und P/Q-Polymorphismen bei keiner der untersuch-
ten Erkrankungen beobachtet werden konnte.

Bei genetischen Analysen ist die Bertcksichtigung der Ethnizitdt der untersuchten
Patientengruppen von entscheidender Bedeutung. So kommen beispielweise Poly-
morphismen im Codon 52 und 57 bei asiatischen Menschen kaum vor. Polymorphismen
im Codon 54 sind sowohl bei Europaern als auch bei Asiaten relativ haufig, wahrend sie
bei Afrikanern auBerst selten zu finden sind. Bei Afrikanern hingegen, ist der Poly-
morphismus im Codon 57 haufiger zu finden. Um beispielsweise den Einfluss von MBL-

Polymorphismen an einer asiatischen Population zu untersuchen und um eine valide
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Aussage treffen zu kénnen, sind wesentlich gréBere Patienten- und Kontrollpopulatio-
nen notwendig, da insbesondere die Polymorphismen im Codon 52 und 54 wesentlich
seltener vorkommen. Insofern muss man sich kritisch fragen, ob die Patientenzahlen
trotz der groBen Gruppen untersuchter Patienten in unserer Studie ausreichend sind,
um eine valide Aussage Uber den Polymorphismus im Codon 57 zu treffen. Er ist bei
Européern mit einer Allelfrequenz von 0,01 bis 0,02 vertreten. Bei 1468 Untersuchten
bzw. 2936 Allelen ergibt das 29,36 bis 58,72 Allele mit der Punktmutation im Codon 57.
Insbesondere bei der Betrachtung von Subpopulationen ist die statistische Power der
Untersuchungen weiter eingeschrankt. Im Vergleich mit publizierten Studien sind die
Untergruppenzahlen unserer Arbeit dennoch relativ hoch, insbesondere in Bezug auf
wichtige Erkrankungen wie Hepatitis C und B sowie PBC und PSC. Dieses Beispiel
verdeutlicht die Problematik, dass man, um eine statistisch relevante Aussage zu
treffen, ausreichend hohe Patientenzahlen benétigt. Mit 1468 untersuchten Patienten

wird dieser Forderung vergleichsweise gut Rechnung getragen.

Eine Starke unserer Studie ist die Tatsache, dass mit Ausnahme des H/L-
Polymorphismus, alle MBL-Polymorphismen untersucht wurden, fir die eine relevante
funktionelle Bedeutung gezeigt wurde. Dies ist mit Hinblick auf Interaktionen zwischen
den einzelnen Polymorphismen von Bedeutung und kann bei Betrachtung einzelner
Polymorphismen nicht bertcksichtigt werden. Diese Interaktionen werden in einer
Haplotypenanalyse abgebildet. Die Haplotypenanalyse zeigte einen signifikanten
Unterschied bei der Verteilung des YD-Haplotyps zwischen der Kontrollgruppe und
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen (YD-Haplotyp: Kranke: 0,713 vs. gesun-
de Kontrollen: 0,564, p=0,023). Dieses grenzwertig signifikante Ergebnis ist jedoch von
eingeschrankter Aussagekraft, da es sich bei den Patienten mit chronischen Leberer-
krankungen um eine heterogene Gruppe handelt und auf eine Korrektur flr multiples

Testen verzichtet wurde.

5.2 Schweregrad bei Patienten mit chronischer Hepatitis C

Eine wesentliche Fragestellung der Arbeit war es zu untersuchen, ob das Vorliegen von
MBL-Polymorphismen einen Einfluss auf den Verlauf der Lebererkrankung hat. Hierfur
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wurde die Subgruppe der chronisch Hepatitis-C-infizierten-Patienten ausgewahlt, da die
meisten Untersuchungen in der Literatur zur Assoziation der Fibroseprogression mit
genetischen Alterationen mit Hepatitis-C infizierten Patienten durchgefihrt wurden. Der
Verlauf der Erkrankung wurde anhand des Fibrosegrades in der Leberbiopsie, der
Entwicklung einer Lebercirrhose und der Notwendigkeit einer Lebertransplantation
charakterisiert. Es konnte jedoch keine Assoziation der MBL-Polymorphismen mit

diesen klinischen Parametern gezeigt werden.

Zur Fragestellung der Assoziation von MBL-Polymorphismen mit dem Schweregrad bei
chronischer Hepatitis C existieren bis dato nur wenige Studien. Sasaki et al. beschrie-
ben in einer kleinen Population von 52 HCV-infizierten Patienten eine schnellere
Krankheitsprogression bei B-Alleltragern (gemessen in Form von Entwicklung einer
chronisch aktiven Hepatitis bzw. einer Lebercirrhose) [88]. Von Bedeutung in diesem
Zusammenhang ist auch eine Studie von Kilpatrick [89] an 180 europaischen HCV-
Infizierten Patienten. Sie unterscheidet sich von vorliegender Studie insofern, als dass
sie MBL-Konzentrationen misst und keine Allel- oder Genotypfrequenzen bestimmt
wurden. In Bezug auf die Krankheitsprogression kommt auch sie zu dem Schluss, dass
die MBL-Konzentration keinen Einfluss hat. Eine Zuordnung zu den beiden bereits
existierenden Studien ist aufgrund der einerseits sehr niedrigen Fallzahlen und der
unterschiedlichen Ethnizitdt bei Sasaki, sowie der anderen Methodik (MBL-
Konzentrationsmessung) bei Kilpatrick nur eingeschrankt mdglich. Jedoch deuten
unsere Ergebnisse wie die Untersuchungen von Kilpatrick daraufhin, dass MBL far die
Entwicklung einer fortgeschrittenen Fibrose bei chronischer Hepatitis C von untergeord-
neter Bedeutung ist.

Um den Schweregrad der Erkrankung zu bestimmen gibt es unterschiedliche Ansatze.
In dieser Studie wurde neben dem histologischen Schweregrad auch der nicht-invasive
APRI-Fibrosescore fur die Analysen verwendet. Dariiber hinaus wurde die Entwicklung
einer Lebercirrhose und die Notwendigkeit einer Lebertransplantation als Parameter fir
den Schweregrad und somit flr eine progrediente Erkrankung gewertet. Limitationen all
dieser Untersuchungsmethoden sind, dass es sich dabei um Querschnitt-
untersuchungen handelt, die Aussagen zur Krankheitsprogression nur eingeschrankt
zulassen. Diese Einschrankungen gelten jedoch ebenfalls fir den gréBten Teil der
bisher publizierten genetischen Studien zur chronischen Hepatitis C. Andererseits
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wilrde man bei einer biologisch relevanten genetischen Sequenzalteration eine Uber-
reprasentation bei den besonders schwer erkrankten Patienten erwarten, wie sie z. B.
die Patienten mit Lebercirrhose und/oder Lebertransplantation darstellen. Um die
Aussagekraft zu erhéhen, ist es sinnvoll multivariate Analysen durchzufihren, in denen
Faktoren, die Einfluss auf die Fibroseprogression haben wie beispielsweise Alter und
Geschlecht, als Kofaktor verwendet werden. Durch eine multivariate Regressionanalyse
bei der Betrachtung des Therapieansprechens in Assoziation mit den untersuchten
MBL-Polymorphismen wurde versucht diesen Einflissen Rechnung zu tragen.

Die Leberpunktionen bei den Patienten mit chronischer Hepatitis C wurden grundsatz-
lich vor Beginn einer antiviralen Therapie durchgefiihrt. Die Leberbiopsie ist nach wie
vor der Goldstandard zur Bestimmung des Fibrosegrades. Jedoch weist auch diese
Methode einige Schwachstellen auf. Zum einem gibt es den sogenannten Sampling
Error, da die Fibrosebildung in der Leber nicht homogen verteilt ist und die Leberpunkti-
on nur einen kleinen Teil der gesamten Leberveranderungen erfasst. Zum anderen
kann die Begutachtung zwischen verschiedenen Pathologen variieren. Desweiteren ist
eine Leberpunktion ein invasiver Eingriff, der einer sorgfaltigen Indikationsstellung
bedarf. Somit liegen nicht von allen Patienten Histologieergebnisse vor. Zur sicheren
Bestimmung der Fibroseprogression waren multiple Leberbiopsien bei einem Patienten
in Zeitabstanden nétig, was jedoch im klinischen Alltag wenig praktikabel ist [8]. Inso-
fern gewinnen zunehmend nicht-invasive Tests zur Fibrosebestimmung an Attraktivitat
um die Fibroseprogression prospektiv zu betrachten. Die Einschatzung einer Fibrose
nach dem APRI-Score ist eine neue Methode, die aus verschiedenen Grinden sinnvoll
erscheint. Sie umgeht die problematischen Seiten der Leberbiopsie, da diese Methode
leicht durchzuflhren, nicht invasiv, preiswert ist und nicht den interindividuellen Einflis-
sen der Pathologen oder der Qualitdt des Biopsates unterliegt. Man kann mit dieser
Methode jedoch nie eine Aussage Uber alle Patienten treffen, sondern immer nur Gber

einen gewissen Prozentsatz, der Uber oder unter einem bestimmten ,cut-off-levef* liegt.
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5.3 Therapieansprechen bei Patienten mit Hepatitis C

Eine weitere zentrale Fragestellung der Arbeit war es zu untersuchen, ob Hepatitis-C-
Patienten mit MBL-Polymorphismen schlechter auf eine antivirale Therapie mit Interfe-
ron/pegyliertem Interferon und Ribavirin ansprechen. Es konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit MBL-Exon-1-Polymorphismen (Codon 52, 54, 57) signifikant seltener ein
dauerhaftes virologischen Ansprechen (SVR) erreichten als Patienten mit Wildtyp-MBL.
Bei den Patienten, die eine SVR erreichten, fanden sich signifikat haufiger die MBL-
Varianten mit hohen MBL-Spiegeln (43,8% der Patienten mit Exon-1-Wildtypen vs.
28,2% der Patienten mit Mutationen im Exon 1, p=0,009).

In Bezug auf das Therapieansprechen bei Tragern von MBL-Polymorphismen gibt es
bereits einige Veréffentlichungen in kleineren Patientenpopulationen, welche mit
Ausnahme einer Studie, welche auf MBL-Konzentrationsmessungen basiert [43], auf
einen relevanten Einfluss hinweisen [86-88]. Kilpatrick et al. fanden bei Messung der
MBL-Konzentration bei 180 europaischen HCV-Infizierten, keine signifikanten Konzent-
rationsunterschiede bei den ,Respondern und ,Non Respondern®. [89]. Wie in 5.2
schon erwahnt ist es schwierig die Arbeit von Kilpatrick mit den anderen zu vergleichen,
da Kilpatrick nicht den Weg der Genotypenbestimmung, sondern den der MBL-
Konzentrationsmessung gewahlt hat, die abhangig vom Aktivierungsgrad und somit
vom Messzeitpunkt ist. Da MBL ein Cytokin ist, ist seine Konzentration auBerdem bei
Erkrankten im Rahmen der Immunantwort erhéht. Der Einfluss einer Interferontherapie
auf die MBL-Konzentrationen wurde bisher nicht untersucht, ist aber sicherlich nicht zu
vernachlassigen. Eine Korrelation der MBL-Konzentrationen mit den Genotypfrequen-
zen in der Arbeit von Kilpatrick ware interessant, liegt jedoch nicht vor. Zum Mechanis-
mus, der den Einfluss auf das Therapieansprechen ausmacht, gibt es bisher nur
Hypothesen. Matsushita selbst erklart seine Ergebnisse mit einer mdglichen direkten
Interaktion zwischen MBL und HCV-RNA. Seiner Meinung nach kénnte MBL dazu
beitragen, die durch eine Interferon-Therapie supprimierte HCV-RNA komplett zu
eliminieren. Eine Schwéache der Studie von Matsushita ist auch hier die Patientenzahl,
so kommt es zu einer Untergruppe von einem einzigen Patienten der homozygot fur
den Polymorphismus im Codon 54 ist und einen Therapieerfolg zeigt (SVR).

Das Ergebnis unserer Untersuchungen steht im Einklang mit den bereits veréffentlich-
ten Resultaten. Wahrend in der Untersuchung von Matsushita lediglich Patienten
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eingeschlossen wurden, die eine Interferon Monotherapie erhalten hatten, wurden in
unsere Studie auch Patienten eingeschlossen, die eine Kombinationstherapie mit
Ribavirin, z. T. mit pegyliertem Interferon erhalten hatten. Zu beachten ist weiterhin,
dass die Aussagen auch bei unserer relativ groBen Studie durch die Untergruppen
schlussendlich auf relativ kleinen Fallzahlen basieren (6 und 36 Patienten mit SVR mit
homocygoten bzw. compound heterocygoten Mutationen). Die weiterhin durchgefihrte
multivariate Regressionsanalyse unter Einschluss von Alter, Geschlecht, HCV-Genotyp
und yGT stltzt jedoch die Aussage, dass es sich bei den Exon-1-Polymorphismen um
unabhangige Parameter flr das Therapieansprechen handelt. In jedem Fall muss
dieses Ergebnis in einem erweiterten Patientenkollektiv validiert werden um zu einer
endgultigen Schlussfolgerung zu kommen. Die Haplotypenanalyse stiitzt die Beobach-
tung insofern, als dass auch sie einen Trend zeigt, dass bei Haplotypen mit niedrigerer
MBL-Konzentration die Wahrscheinlichkeit einer SVR niedriger ist. Allerdings ist dieses
Ergebnis nicht statistisch signifikant und muss ebenfalls in gréBeren Patientenpopulati-

onen Uberprift werden.

5.4 Besondere Aspekte einzelner Lebererkrankungen

Das Spektrum an Lebererkrankungen, die in dieser Arbeit untersucht wurden ist grof3
und die pathophysiologischen Prozesse, die eine Rolle spielen, sind, trotz des gemein-
samen Endpunktes Leberfibrose, vielfaltig.

Bei den viralen Hepatitiden steht die Virusabwehr im Vordergrund. Eine unvollstandige
Eliminierung des Virus fuhrt zu einer chronischen Entziindung und zur Entwicklung von
Leberfibrose. Zur Eliminierung des Virus braucht der Organismus ein funktionsfahiges
Immunsystem, wozu auch ein gut induzierbares Komplementsystem gehért. Zwischen
Virus und MBL scheint es auBerdem zu direkten Interaktionen zu kommen. Auf der
anderen Seite flihrt bekanntlich nicht das Virus an sich, sondern die durch es ausgelds-
te Immunreaktion des Wirtes zur Leberschadigung. Demzufolge kdnnte ein intaktes
Immunsystem mit gut induzierbarem Komplementsystem im Versuch ein Hepatitisvirus
zu eliminieren durch eine starke Immunreaktion eher zu einer Schadigung der Leber

fihren. Diese Uberlegungen werden durch den unter anderem von Garred et al.
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postulierten Uberlebensvorteil von Menschen mit heterozygoten MBL-Genotypen
gestltzt. Wie schon in der Einleitung (1.2.3.) beschrieben, stellen niedrige MBL-
Konzentrationen dieser These zufolge durch eine abgeschwéachte, aber dennoch
funktionsfahige Komplementaktivierung einen Schutz vor Entziindung und dazugehéri-
ger Gewebeschadigung, dar [52, 53]. Diese zwei unterschiedlichen Aspekie eines
niedrigen MBL-Spiegels missen auch bei dieser Arbeit in Betracht gezogen werden.
Sie kdnnten eine Erklarung fiir die Negativergebnisse in Bezug auf die Erkrankungs-
schwere einerseits und fir die Positivergebnisse in Bezug auf das Therapieansprechen

andererseits sein.

In Bezug auf die Leber betreffende Autoimmunerkrankungen, gibt es bis Dato weniger
Untersuchungen. Matsushita beobachtete erhdhte MBL-Konzentrationen bei PBC-
Patienten. Dieses Phdnomen lasst sich parallel zu den oben beschriebenen Prozessen
erklaren, demzufolge eine starke Immunantwort durch eine starke Entziindungsreaktion
eine starke Gewebeschadigung hervorruft. Man kénnte daraus schlieBen, dass sich die
Mutationen im MBL-Gen protektiv auf das Auftreten von PBC auswirken [90]. Erklaren
kann man sich dieses Phanomen allerdings auch durch die Freisetzung von MBL als
Akute-Phase-Protein im Rahmen der Entziindung. In der vorliegenden Arbeit konnte
keine Assoziation von MBL-Genotypen mit hohen MBL-Konzentrationen zu autoimmu-
nen Lebererkrankungen beobachtet werden. Es waére allerdings interessant, auch bei
dieser Patientengruppe die Erkrankungsschwere in Bezug auf den MBL-Genotyp zu
untersuchen. Fir diese Untersuchungen ist jedoch unser Patientenkollektiv nur einge-
schrankt geeignet, da die Untergruppen bezlglich der verschiedenen Fibrosegrade bei

diesen Erkrankungen zu klein waren.

5.5 Problematik genetischer Studien, methodische Aspekte
5.5.1 Grundsiétzliche Aspekte

Da nicht nur der Genotyp die MBL-Konzentration beeinflusst, ist eine Schlussfolgerung
vom Genotyp auf den Phanotyp nur eingeschrankt méglich. Die groBe Schwankungs-
breite der MBL-Serumkonzentration in Individuen mit dem gleichen Genotyp schrankt
die Wertigkeit des Genotyps als alleinigen Parameter fir die MBL-Konzentration ein.
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Auf der anderen Seite wird der Genotyp nicht wie die MBL-Konzentration von Krankheit
und Immunantwort beeinflusst [43]. Wie bereits erwahnt, ist es bei der Untersuchung
eines Genes wichtig, dessen pathophysiologische Funktion zu kennen. Unser biologi-
sches System unterliegt in vielen Bereichen einer gewissen Redundanz, und eine
Punktmutation und deren funktioneller Effekt missen nicht unbedingt auch eine biologi-
sche Konsequenz nach sich ziehen [95]. Der Genotyp kann keinen Zusammenhang
zwischen MBL-Konzentration und Krankheit beweisen. Die beobachteten klinischen
Einflisse von Polymorphismen im MBL2-Gen kdénnten somit theoretisch auch Uber ein
anderes Kandidatengen, welches mit dem MBL2-Gen im Kopplungsgleichgewicht steht,
vermittelt werden [96]. Anzumerken ist, dass fur die MBL-Polymorphismen und fir die
MBL-Konzentrationen sehr gute funktionelle Daten vorhanden sind (siehe Einleitung
Punkt 1.2), die es rechtfertigen, in dieser Studie von den Polymorphismen im MBL-Gen

auf die MBL-Konzentration im Blut zu schlieBen.

Eine weitere Hypothese zur Rolle der MBL-Defizienz ist, dass diese nur in Kombination
mit einer weiteren Immundefizienz eine Rolle spielt. Fir diese These spricht, dass die
meisten Personen mit niedrigen und sehr niedrigen MBL-Konzentrationen gesund sind.
In mehreren Studien wurden bei Patienten mit niedrigen MBL-Werten weitere Immunde-
fizienzen beobachtet, wie z.B. eine IgG Untergruppendefizienz [97], Chemotaktische
Defekte [98] oder Neutropenie [99]. Mehrere Studien beobachteten auBerdem kein
vermehrtes Vorkommen von Genotypen, die zu niedrigen MBL-Konzentrationen flhren,
sondern vielmehr schwerere Krankheitsverlaufe und mehr Komplikationen, z.B. bei der

rheumatoiden Arthritis oder dem sklerosierenden Lupus erythematosus [43].

5.5.2 Gen-Gen-Interaktionen und Haplotypenanalyse

Bei der Erforschung komplexer Merkmale ist es wichtig Gen-Gen-Interaktionen nicht
auBer Acht zu lassen. Das Vorkommen mehrerer Punktmutationen in der regulatori-
schen Region eines Gens, fihrt h6chstwahrscheinlich zu einer gegenseitigen Beein-
flussung. Diese Gen-Gen-Interaktionen werden durch die Untersuchnug von Allel- oder
Genotypfrequenzen nicht erfasst. Durch die Haplotypenanalyse ist es jedoch méglich
ein Zusammenspiel zu berlcksichtigen oder erst aufzudecken. Da in dieser Arbeit bei
den Hepatitis-C-Infizierten signifikante Unterschiede im Therapieansprechen gesehen

wurden, wurde bei dieser Gruppe, um Hinweise auf mégliche Gen-Gen-Interaktionen zu
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erhalten, eine Haplotypenanalyse durchgeflihrt, welche zwar einen gleichgerichteten
Trend jedoch keine signifikanten Unterschiede zeigte. Bis Dato haben nur wenige
genetische Studien zu MBL-Polymorphismen diese Tatsache berlcksichtigt.

5.5.3 Methodik und Statistik

Bei Fall-Kontrollstudien muss besonderes Augenmerk auf die Auswahl der Population
und der Subgruppen gerichtet werden, insbesondere da Allele unterschiedlich verbreitet
sind und Krankheitsrisiken in den Subgruppen verschieden hoch sein kénnen. Bei
dieser Art von Studien ist eine sorgfaltige Auswahl, Stratifizierung und Charakterisie-
rung von Patienten und Kontrollen notwendig, um verfélschende Faktoren zu minimie-
ren [2].

Umweltfaktoren kdénnen die Vergleichbarkeit verschiedener Populationen signifikant
vermindern. Sie kdnnen genetische Effekte sowohl verschleiern als auch zu falsch
positiven Ergebnissen flhren. Gleiches gilt fir individuelle Faktoren wie z.B. Alter und
Geschlecht. Auch die Ethnizitat ist bei dieser Art von Studien aufgrund des unterschied-
lichen Vorkommens von Allelen ein Faktor, der nicht auBer Acht gelassen werden darf.
Insofern muss das Nichtbekanntsein der ethnischen Herkunft der Kontrollen als ein
Schwachpunkt vorliegender Arbeit angesehen werden. Eine Besonderheit unserer
Kontrollgruppe ist weiterhin, dass es sich um eine Neugeborenenkohorte handelt.
Aussagen zu spateren Krankheitsverlaufen sind somit nicht mdglich. Andererseits
spiegelt diese Kohorte die Haufigkeit der MBL-Polymorphismen in einer Population gut
wider. Das Rekrutieren von Patienten aus Spezialzentren, wie auch in dieser Studie,
kann ebenfalls ein verfalschender Faktor sein. Zu kleine Fallzahlen und die Aufsplittung
in zu kleine Untergruppen erhéhen die Gefahr falsch positiver Ergebnisse. Die Ver-
gleichbarkeit genetischer Studien kann auBerdem durch ein zu groBes Spektrum
statistischer Methoden erschwert und ihre Aussagekraft vermindert werden. Schluss-
endlich fohrt auch die Tendenz, Studien mit positiven Ergebnissen bevorzugt zu

verdffentlichen, oftmals zu einer verzerrten Sicht [1].
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5.6 Klinische Relevanz und Ausblick

Diese Studie an einer groBen Kohorte mit unterschiedlichen Lebererkrankungen und
unterschiedlichen Krankheitsstadien spricht gegen einen relevanten Einfluss der MBL-
Polymorphismen auf das Zustandekommen und auf die Progression einer chronischen
Lebererkrankung, weist aber auf einen Einfluss der Exon-1-Polymorphismen auf das
Therapieansprechen bei chronischer Hepatitis-C-Infektion hin.

Es scheint immer unwahrscheinlicher, dass das Vorhandensein von Mutationen im
MBL-Gen zu einer vermehrten Anfalligkeit fir Lebererkrankungen flhrt, und es erharten
sich die Hinweise auf ein schlechteres Therapieansprechen bei Patienten mit MBL-
Polymorphismen. Auch auf die Krankheitsprogression scheinen MBL-Polymorphismen
eher keinen Einfluss zu haben, auch dies sollte jedoch in weiteren gréBeren Patienten-

populationen Uberprift werden.

Ausreichend groBe Populationen und die Berlcksichtigung verschiedener Ethnizitaten
sind notwendig, um genauere Aussagen treffen zu kdénnen. Da es fir viele Forscher
schwierig ist, eine ausreichende Zahl an Patienten mit Leberfibrose aus einer einzelnen
Institution zu rekrutieren, ware es sinnvoll groBangelegte Gemeinschaftsprojekte

durchzufthren [4].

Sollte es sich als richtig erweisen, dass Trager von MBL-Polymorphismen schlechter als
Wildtyp-Trager auf eine antivirale Therapie bei chronischer Hepatitis C reagieren, so
wirden diese Erkenntnisse es ermdglichen, die betroffenen Patienten engmaschiger zu
kontrollieren und eventuell auch effektiver zu therapieren. Sinnvoll erscheint es auBer-
dem, die Aktivierung des Komplementsystems bzw. seine einzelnen Komponenten und
ihre Rolle bei viralen Hepatitiden genauer zu untersuchen. Als weitere zuklnftige
TherapiemaBnahme ware eine Beeinflussung des Komplementsystems denkbar.
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6 Zusammenfassung

Lebererkrankungen unterschiedlicher Atiologie fiihren zur Entwicklung einer Leberfibro-
se und schlussendlich zur Ausbildung einer Lebercirrhose. Dieser Prozess wird durch
diverse exogene Faktoren wie z.B. erhdhter Alkoholkonsum oder Hepatitisvirus-
Infektionen und diverse endogene Faktoren, wie u.a. das Alter, die Erkrankungsdauer
oder das Geschlecht, beeinflusst. Darliber hinaus wurden eine Reihe von genetischen
Sequenzalterationen in Zusammenhang mit dem vermehrten Auftreten und mit einer
schnelleren Progression von Leberfibrose gebracht. Hierzu gehéren 6 Punktmutationen
im MBL2-Gen: die Polymorphismen 52, 54, 57, H/L, X/Y und P/Q, welche mit Ausnah-
me des P/Q-Polymorphismus zu einer geringeren Serumkonzentration an MBL flihren
und hiermit zu einer verminderten Komplementaktivierung und Opsonierung. Mehrere
Studien weisen bei verschiedenen Lebererkrankungen auf eine schnelle Leberfibro-
seprogression und ein schlechteres Therapieansprechen bei Polymorphismustragern
hin. Die vorliegende Studie sollte klaren, welche Rolle der MBL-Genotyp als Kofaktor
der Fibrose- / Cirrhoseentstehung spielt. Es sollte untersucht werden, ob Polymorphis-
men im MBL2-Gen bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen gehauft auftreten,
ob bei Patienten mit chronischer Hepatitis C bestimmte MBL2-Gen-Varianten mit einer
schnelleren Fibroseprogression assoziiert sind und ob diese genetischen Varianten das
Ansprechen auf eine antivirale Therapie beeinflussen. In die Untersuchung wurden
1468 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen und 805 Kontrollen eingeschlos-
sen. Von jedem Patienten wurde, nach Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserkla-
rung, aus einer Blutprobe DNA extrahiet und die MBL-Genotypen mittels
Schmelzkurvenanalyse im Light-Cycler bestimmt. Hierdurch wurden alle bekannten
MBL-Punktmutationen, mit Ausnahme des H/L-Polymorphismus detektiert. Die Patien-
ten wurden anhand ihrer Diagnosen in acht Gruppen unterteilt. Die MBL2-
Allelfrequenzen, -Genotypfrequenzen und -Haplotypenfrequenzen zwischen Gesunden
und den verschiedenen Patientengruppen mit chronischen Lebererkrankungen unter-
schieden sich nicht signifikant. Die Schwere (der Fibrosegrad) der Lebererkrankung in
der Gruppe der Patienten mit chronischer Hepatitis-C-Infektion (N=621) war ebenfalls
nicht durch die MBL-Varianten beeinflusst. Zwischen den Patienten, bei denen aufgrund
einer dekompensierten Cirrhose eine Lebertransplantation durchgefiihrt wurde, und
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solchen im chronischen Stadium der Erkrankung ohne Lebertransplantation konnten
keine Unterschiede beobachtet werden. In der Gruppe der HCV-infizierten Patienten
wurde untersucht, ob das Ansprechen auf eine antivirale Therapie durch das Vorliegen
eines MBL-Polymorphismus beeinflusst wird. Insgesamt haben 366 Patienten eine
Therapie erhalten, eine Heilung der Infektion (SVR) wurde bei 137 (35%) erreicht. In
dieser Gruppe wurde ein vermehrtes Vorkommen von Exon-1-Wildtypen mit hohen
MBL-Spiegeln gefunden (43,8% der Patienten mit Exon-1-Wildtyp vs. 28,2%der
Patienten mit Mutationen im Exon 1, p-Wert 0,009). Der MBL2-Exon-1-Genotyp konnte
mittels multivariater Regressionsanalyse unter Einschluss von Alter, Geschlecht, HCV-
Genotyp und yGT als unabhangiger Pradiktor fir das dauerhafte Therapieansprechen

(SVR) bestatigt werden. Die Haplotypenanalyse zeigte einen gleichgerichteten Trend.
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