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Einleitung 4

1. Einleitung

1.1 Hepatits C

1.1.1 Grundsatzliches zur Hepatitis C

Bei der Hepatitis C handelt es sich um eine weltweit verbreitete Virusinfektion,
verursacht durch ein RNA-Virus aus der Flavivirus-Familie mit 6 Genotypen. Die
Krankheit verlauft oft chronisch und kann zur Entwicklung einer Leberzirrhose oder
eines hepatozellularen Karzinoms fuhren. Da die Klinik der Hepatits C in den meisten
Fallen Gber Jahre bzw. Jahrzehnte asymptomatisch oder uncharakteristisch ist, wird

die Erkrankung haufig nur durch serologische Untersuchungen diagnostiziert.

1.1.2 Epidemiologische Beobachtungen und Infektionswege

Die weltweite Pravalenz der Hepatitis C Infektion betragt etwa 3 % [WHO, 1998].
Durch ein deutliches Nord-Sid Gefalle stellt sich die Pravalenz in Europa niedriger
dar. In Deutschland betragt sie ungefahr 0,3-0,8% [Heintges et al.,1994; Heintges
und Wands,1997]. 70% aller chronischen Hepatitiden und 95% aller friheren ,non A,
non B* Hepatitiden werden der Hepatitis C zugeschrieben [Heintges und Wands,
1997]. Zu einer Hauptrisikogruppe zahlen i.v.-Drogenabhangige, bei denen 80-95%
Uber Austausch gebrauchter Nadeln infiziert werden. Eine weitere Gruppe stellen
Patienten dar, welche kontaminiertes Blut bzw. Blutprodukte erhalten haben. So sind
ca. 60 — 70 % der Hamophiliepatienten und 5 — 20 % der Dialysepatienten mit
Hepatitis C infiziert. Desweiteren kann es zu einer Infektion Uber sexuellen Kontakt

kommen, was aber selbst nach langjahrigen Beziehungen aulierst selten der Fall ist.
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Zur Ansteckung kann es auch bei Neugeborenen von Mduttern mit hoher Viruslast
kommen, die Ubertragungsrate ist aber mit unter 6 % relativ gering [Leitfeld et al.,
2000]. Als unbedenklich wird das Stillen durch infizierte Matter beschrieben [Health
Nio, 1997 und EASL, 1999]. Die Infektionsgefahr bei Nadelstichverletzungen wird in
der Literatur, je nach GréRe der Nadel, durchschnittlich mit ca. 2 % [0 -10 %]
beschrieben [Leitfeld et al., 2000]. Bei einem substantiellen Teil der Patienten lasst
sich der Infektionsweg retrospektiv nicht mehr ermitteln, da er sich oft Jahrzehnte

zuvor ereignet hat und die Erkrankung bis dato asymptomatisch verlaufen ist.

113 Klinik und Verlauf

Die Infektion mit dem Hepatitis C-Virus sowie die chronische Erkrankung verlauft bei
den meisten Patienten asymptomatisch. Die Inkubationszeit betragt etwa 8 (2 - 26)
Wochen. Nur etwa ein Drittel bemerkt zu Beginn grippale Symptome und aulder
Madigkeit und Leistungsminderung bleibt auch die chronische Infektion
normalerweise unbemerkt. Am Anfang der Infektion stellt man gewohnlich eine milde
Transaminasenerhdéhung fest. Hohere Werte oder einen lkterus haben lediglich eine
geringe Anzahl von Patienten. Bei der chronischen Hepatitis C bleiben bei einem
Viertel der Patienten die Transaminasen im Normbereich, bei den anderen
Ubersteigen sie das zwei- bis dreifache der Norm in der Regel nicht [Health Nio, 1997
und EASL, 1999]. An extrahepatischen Komplikationen ist an erster Stelle die
gemischte Kryoglobulinamie mit 30 — 50 % zu nennen [Pawlotsky et al., 1998;
Agnello et al, 1992; Lamprecht et al., 1998]. Desweiteren kbnnen
Glomerulonephritiden, Arthritiden und Autoimmunkrankheiten, wie 2z.B. die

Thyreoiditis auftreten.
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Die Hepatitis C Infektion verlauft bei 60 - 90 % der Patienten chronisch. Das wird der
hohen Replikationsrate von ca. 102 pro Tag [Neumann et al., 1998] und einer hohen
Mutationsrate in den hypervariablen Regionen des Genoms zugeschrieben, welche
es dem Virus ermdglichen, der zytotoxischen T-Zellantwort zu entrinnen [Tsai et
al.,1998]. Desweiteren wird in der Literatur bei der chronischen Erkrankung tUber eine
zu schwache humorale und zellulare Immunitat berichtet [Rehermann et al., 1996;
Lechmann et al., 1996; Botarelli et al., 1993]. Spontanheilungen, welche nur in der
Anfangsphase beobachtet wurden, sind mit etwa 20 % (10 — 40 %) der Falle selten.
Genauso aber treten fulminante Verlaufe nur vereinzelt auf [Neumann et al., 1998].
Eine Leberzirrhose tritt nach 10 bis 20 Jahren bei 10 — 30 % der Infizierten auf,
besonders gefahrdet sind Patienten mannlichen Geschlechts, wenn zusatzliche
Noxen wie regelmafiger Alkoholkonsum, eine HIV- oder Hepatitis B Koinfektion
vorhanden sind oder wenn die Infektion im héheren Alter erworben wurde [Poynard
et al., 1997]. Die Zirrhose entwickelt sich meist symptomarm und wird oft erst durch
Komplikationen entdeckt. Ein hepatozelluldares Karzinom entsteht nach
Zirrhosebildung jahrlich etwa in 2 — 5 % der Falle [Serfaty et al., 1998 und Tong et al.,

1995).

1.14 Diagnostik

Aufgrund der unspezifischen Klinik der Infektion mit dem Hepatitis C Virus stellt man
die Diagnose mittels serologischer oder molekularbiologischer Tests. Diese werden
oft zur Statuserhebung bei Routineuntersuchungen oder zur Abklarung unklarer
Transaminasenerhéhungen durchgefiihrt. Dabei verwendet man als Suchtest einen
ELISA (,enzyme-linked immuno sorbent assay“) zweiter oder dritter Generation.

Dieser erreicht eine Spezifitat von Uber 99 % und kann eine Sensivitat von ebenfalls
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uber 99 % erlangen [Pawlotsky et al., 1998]. Man muss jedoch berlcksichtigen, dass
zwischen Infektion und Nachweismdglichkeit etwa 4 - 8 Wochen vergehen. Als
Bestatigungstest wird meistens die Polymerase-kettenreaktion (PCR) verwendet.
Diese weist die aktive Replikation des Virus bereits nach ca. einer Woche post

infectionem nach [Roggendorf et al., 1996].

1.1.5 Therapie

Die Gabe von Interferon alpha ist die Therapie mit erwiesenem Nutzen bei Hepatitis
C. Dabei kommt es normalerweise zu einem Abfall des HCV RNA Spiegels [Shindo
et al.,1991] und der Serumaminotransferasen-Konzentration [Hoofnagle et al.,1994;
Di Bisceglie et al.,1989]. Die Therapie wird empfohlen flr Patienten mit akuter
Hepatitis C und fir Patienten mit chronischer Erkrankung, welche eine erhohte
Serumaminotransferasen-Konzentration und/oder eine chronische Hepatitis in der
Leberbiopsie aufweisen. Viele Patienten mit chronischer Hepatitis C haben normale
Serumwerte der Aminotranferasen und keine Symptome einer chronischen
Lebererkrankung. Fur diese ist eine Therapie nicht indiziert. Die Nebenwirkungen der
Therapie mit Interferon alpha sind in der Tabelle 1 dargestellt [Hoofnagle und

Bisceglie, 1997].

Systemische Mudigkeit, Fieber, Kopfschmerzen, Myalgien, Arthralgien,
Nebenwirkungen Rickenschmerzen, Gewichtsverlust, Anorexie, Schwindel,
Ubelkeit, Diarrhoe, Bauchkrampfe, Haarausfall, Uber-

empfindlichkeitsreaktionen

Neurologische Konzentrationsstérung, Antriebslosigkeit, Schlafstérung,
Nebenwirkungen Delirium, Desorientierung, Koma, epileptischer Anfall, EEG-
Veranderungen, Horverlust, Tinnitus, Schwindel,

Sehschwache, retinale Blutungen und Cotton-Wool-Spots
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Psychologische Angstgefuhl, Reizbarkeit, Depression, sozialer Rickzug,
Nebenwirkungen Libidoverlust, paranoide und Suizid-Gedanken, erhdhte

Alkohol- und Drogenabhangigkeit

Hamatologische Abnahme der Thrombo- und Leukozytenzahlen, sowie des
Nebenwirkungen Hamatokrits
Infektionen Anfalligkeit far bakterielle Infektionen, besonders Bronchitis,

Sinusitis, Furunkel und Harnwegsinfektionen; in seltenen
Fallen: Pneumonie, Lungenabszess, Hirnabszess, Sepsis

und bakt. Peritonitis

Autoimmunologische | Entwicklung von Autoantikérpern und anti-Interferon
Nebenwirkungen Antikorpern, Hyperthyreose, Hypothyreose, Lichen planus,
Diabetes, hamolytische Anamie, thrombozytopenische

Purpura, Lupus-ahnliche Syndrome

Weitere Selten: Pneumonitis, Proteinurie, interstitielle Nephritis,
Nebenwirkungen nephrotisches Syndrom, Herzrhythmusstérungen,

Herzinsuffizienz, akute Exzerbation von Lebererkrankungen

Tabelle 1: Nebenwirkungen der Therapie mit Interferon alpha

Das Ansprechen der Therapie kann mittels Messung der Serumaminotransferasen-
Konzentrationen und der HCV RNA Spiegel Uberwacht werden. Dabei sinken bei den
meisten Erkrankten die Serumaminotransferasen-Konzentration und die HCV RNA
Spiegel ab. Nach Beendigung der Monotherapie mit Interferon erleiden allerdings
viele Patienten einen Ruckfall und die Werte steigen wieder an, so dass sechs
Monate nach der Therapie mit Interferon alpha bei nur 10 - 20% der Behandelten
eine normale Serumaminotransferasen-Konzentration und keine HCV RNA messbar
ist [Hoofnagle et al., 1994 und Poynard et al., 1996]. Dabei gibt es mehrere klinische
und serologische Kriterien, welche eine hohe Wahrscheinlichkeit fir einen
Therapieerfolg anzeigen. Die zwei wichtigsten sind ein niedriger HCV RNA Spiegel

und der Genotyp des Virus. Dabei haben Patienten mit HCV RNA unter 100 000
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Kopien pro Milliliter ein gutes Langzeit-Ansprechen, im Gegensatz zu denjenigen mit
Werten Uber 2 Millionen pro Milliliter. Infizierte mit den Genotypen 2 oder 3 haben
eine Ansprechrate von Uber 40 %, wahrend sie bei Patienten mit Genotyp 1 nur bei
unter 10% liegt [Hoofnagle und Blisceglie, 1997]. Weitere Kriterien fur den
Langzeiterfolg sind ein Alter unter 45 Jahren, eine Krankheitsdauer von unter 5
Jahren, weibliches Geschlecht, nur minimale histologische Veranderungen und
geringe Eisenkonzentrationen in der Leber sowie geringe genetische Vielfalt des
Hepatitis C Virus [Kanazawa et al., 1994 und Enomoto et al., 1995].

Bei Studien zu neuen Therapiemoglichkeiten senkte Ribavirin  die
Serumaminotransferasen-Konzentration bei 50 - 60 % der Patienten, allerdings nur
wahrend der Einnahmedauer, und flhrte bei zwdlf monatiger Behandlung zur
Verbesserung des histologischen Befundes. Die HCV RNA Konzentration im Serum
anderte sich jedoch nicht [Di Bisceglie et al., 1995]. Ribavirin ist ein synthetisches
Guanosinnukleosidanalogon mit antiviraler Aktivitat in vitro gegen eine Reihe von
RNA und DNA Viren [Patterson et al., 1990 und Ning et al., 1998]. In einer
Kombinationstherapie mit Interferon alpha zeigt sich ein deutlicher Anstieg des
Langzeiterfolges. In einer Vergleichsstudie zwischen alleiniger Gabe von Interferon
alpha und einer Kombinationstherapie mit Ribavirin verbesserte sich die Rate der
Responder (kein HCV RNA Nachweis im Serum, 24 Wochen nach Therapieende)
von 13 % mit Monotherapie auf 38 % mit Kombinationstherapie [McHutchison et al.,
1998]. Sehr ahnliche Ergebnisse lieferte auch eine Vergleichsstudie von Poynard
[Poynard et al, 1998]. Die wichtigste Nebenwirkung der Ribavirintheraphie ist ein
reversibler Hamoglobinabfall, weswegen die Blutwerte der Patienten immer
kontrolliert werden sollten [McHutchison et al., 1998].

Eine weitere Verbesserung des Therapieansprechens konnte durch pegyliertes

Interferon erreicht werden. PEG Interferon entsteht durch konvalente Bindung von
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Polyethylenglykol an das synthetische, rekombinante Interferon-Molekul. Durch bis
zur zehnfachen Verlangerung der Halbwertszeit mit konstanten Wirkspiegeln, im
Gegensatz zu dem nicht pegylierten Interferon, kommt es zu einer kontinuierlichen
Suppression der Viramie mit verbesserter Wirksamkeit in den Langzeitergebnissen
[Friedrich-Rust et al., 2004]. Die Kombinationstherapie mit PEG-Interferon und
Ribavirin ist der aktuelle Standard in der Therapie.

Die optimale Dosierung und die Dauer der Kombinationstherapie sind jedoch noch
Gegenstand von Debatten. Verschieden Studien zeigten, dass die Therapiedauer
von 48 auf 24 Wochen reduziert werden kann ohne den Therapieausgang zu
kompromittieren [Zeuzem et al., 2004; Hadziyannis et al., 2004; McHutchison et al.,
1998]. Kirzere Therapiezeiten sind mit besserer Vertraglichkeit und geringeren
Abbruchraten assoziiert. Wie oben erwéahnt, ist ein entscheidender Faktor flr den
Therapieausgang der Virusgenotyp. Desweiteren sagte in verschiedenen Studien ein
frihzeitiges Therapieansprechen ein anhaltendes, positives Therapieergebnis vorher
[Zeuzem et al., 2001; Neumann et al., 1998]. In neueren Studien wurde nun
nachgewiesen, dass bei HCV-2 und -3 infizierten Patienten mit schnellem
Therapieansprechen (nach 4 Wochen kein HCV RNA Nachweis) eine Reduzierung
der Therapiedauer auf 12 - 16 Wochen ohne signifikante Auswirkung auf das
Langzeitergebnis moglich ist [Wagner et al., 2005; Mangia et al., 2005]. Ebenfalls
stellte sich in diesen Untersuchungen ein besserer Therapieausgang fur HCV-2
gegenuber HCV-3 Patienten dar. In anderen Studien zeigte sich in bestimmten
Fallen ein vorteilhafter Effekt einer verlangerten Therapiedauer (48 Wochen) nur bei
HCV Genotyp 1 Patienten, nicht jedoch bei HCV-2 und -3 Patienten [Poynard et al.,

1998; McHutchinson et al., 1998].
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Der Trend wird in Zukunft in einem jeweils individuellen Therapieschema liegen,
abgestimmt auf spezifische Parameter, um den Therapieausgang, Nebenwirkungen

und Kosten zu optimieren.
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1.2 Die A 32 Deletion des CCR 5 Chemokinrezeptors

1.21 Chemokine und ihre Rezeptoren

Die Steuerung der Leukozyten zum Ort des immunologischen Geschehens ist von
essentieller Bedeutung flr die Immunabwehr. Sie wird durch zwei entscheidende
Schritte bestimmt. Erstens durch die Adhasion der Leukozyten in der Blutbahn an der
Oberflache des GefalRendothels und zweitens durch die Migration derselbigen durch
das Endothel in das Interstitium.

Dass bei beiden Schritten unter anderem chemotaktische Cytokine (Chemokine),
kleine Glykoproteine, und ihre Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen, ist seit
langerem bekannt. Dabei ist es den Leukozyten moglich mit unterschiedlichen
Chemokinen zu interagieren. Das erlaubt ihnen die Migration durch das Endothel
mittels des einen Chemokinrezeptors und durch das Interstitium mittels eines
anderen, um schliel3lich das Zielgebiet wieder mit einem anderen Rezeptor zu
erreichen [Springer et al., 1994].

Chemokine sind wegen ihrer grofien Anzahl, Ubergreifenden Rezeptorspezifitat und
phylogenetischen Divergenz mit einer der komplexesten Liganden. Bis heute sind
mehr als 40 unterschiedliche Chemokine entdeckt worden. Die Chemokine kdnnen
dabei aufgrund ihrer Struktur (Anzahl und Ort der Cysteinmolekile) in vier Gruppen
mit den Namen CXC, CC, C und CXC3C aufgeteilt werden [Murphy et al., 2000].
Eine andere Klassifikation differenziert sie nach ihrer Funktion. Dabei wird
unterschieden, ob die Chemokine bei entzliindlichen Prozessen oder bei der
Aufrechterhaltung der Homeostase des Immunsystems beteiligt sind bzw. bei beiden
Vorgangen eine Rolle spielen [Cyster et al., 1999]. Dabei werden sie von einer

ganzen Reihe von Zellen produziert, wie Monozyten, T Lymphozyten, dentritische
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Zellen, naturliche Killerzellen, Epi- und Endothelzellen und Hepatozyten [Strieter et
al., 1996].

Von den Chemokinrezeptoren sind uns bis heute 18 bekannt. Dabei handelt es sich
um G Protein gekoppelte Rezeptoren. Obwohl die meisten Chemokinrezeptoren
mehr als ein Chemokin binden, sind diese fast immer ausschlieRlich aus einer
Gruppe. Je nach ihrer Gruppenspezifitat sind sie benannt in CXCR1 -5, CCR 1 — 11,
XCR1 und CX3CR1 (dabei steht das R fir Rezeptor). Die flr die verschiedenen
Rezeptoren kodierenden Sequenzen haben dabei eine Ubereinstimmung der
Aminosauren von 25 bis 80 %. Die Lange der Proteine liegt dabei zwischen 340 und
370 Aminosauren [ Murphey et al., 2000]. Die Hauptaufgabe der Rezeptoren liegt in
der Steuerung der Leukozyten bei der Regulierung des Immunsystems, der
unspezifischen und spezifischen Immunantwort; sie sind aber auch in verschiedenen
pathologischen Entziindungen involviert [Springer et al., 1994; Foxman et al., 1997].
Desweiteren spielen sie eine spezielle Rolle bei der Hamatopoese [Broxmeyer et al.,
1996], der Angiogenese (Salcedo et al., 1999], bei der Entwicklung des Organismus
generell [Forster et al., 1996; Nagasawa et al.,1996; Ma et al., 1998] und
paradoxerweise auch bei der Entstehung bestimmter Infektionen.

Obwohl hauptséachlich auf Leukozyten exprimiert, sind die Chemokinrezeptoren in
bestimmten Fallen auch auf Endothelzellen, Neuronen, Epithelzellen und
Mikrogliazellen des Gehirns zu finden [Hadley et al., 1994; He et al., 1997; Horuk et.

al., 1997; Gupta et al., 1998; Salcedo et al., 1999].

1.2.2 Der CCR 5 Chemokinrezeptor

Zu der oben genannten Gruppe der CC-Chemokinrezeptoren, auch als -

Chemokinrezeptoren bezeichnet, gehdért der CCR 5 Chemokinrezeptor. Auch
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bekannt unter dem Namen CC-CKR5, Chem R13 oder CMKBRS5. Auf dem kurzen
Arm von Chromosom 3 liegt an Position 21 seine kodierende Sequenz. Diese wird in
ein Protein von 355 Aminosauren-Lange translatiert [Murphy et al. 2000].

Der CCR 5 Chemokinrezeptor ist vor allem auf T-Helferzellen vom Typ 1 (TH1-
Zellen) und auf Monozyten zu finden [Loetscher et al., 1998]; ferner aber auch an T-
Gedachtniszellen, Stammzellen, dentritische Zellen und Mikroglia [Murphey et al.,
2000]. Die TH1-Zellen regulieren hauptsachlich die zellulare Immunabwehr und sind
in der Entstehung chronischer Entzindungsprozesse beteiligt. T-Helferzellen vom
Typ 2 (TH2-Zellen) sind durch Forderung der Ig E - Produktion in der Pathogenese
von allergischen Reaktionen maligeblich beteiligt und unterstitzen die humorale
Immunabwehr. Die TH2-Zellen exprimieren jedoch nicht den CCR 5 Rezeptor
[Bonecchi et al., 1998].

An den CCR 5-Chemokinrezeptor binden meist die Liganden MIP-1a, MIP-1B3 und
RANTES. Weitere Einzelheiten zu den Liganden sind in Tabelle 2 [Moser und
Loetscher, 2001] zusammengefasst. Wobei zur Zeit CCR 5 der einzige bekannte

Rezeptor fur MIP-1B ist [Zhou et al., 1998]. Ebenso werden MCP1 - 4 und Eotaxin

gebunden.
Chemokin | Zellulare Herkunft Hauptsachliche Funktion
MIP-1a Fibroblasten, Monozyten/Makro- | Chemotaxis von Monozyten, T-
phagen, Lymphozyten, Neutrophile, | Zellen
Eosinophile, Mastzellen Hemmung der Proliferation
hamatopoetischer Stammzellen
MIP-183 Fibroblasten, Monozyten/Makro- | Chemotaxis von Monozyten, T-
phagen, Lymphozyten, Neutrophile, | Zellen
Mastzellen Hemmung der Proliferation

hamatopoetischer Stammzellen
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RANTES Fibroblasten, Monozyten/Makro- | Chemotaxis von Monozyten, T-
phagen, T-Lymphozyten, Mes- | Zellen, Eosinophilen

angialzellen

Tabelle 2: Liganden des CCR 5 Chemokinrezeptors (MIP = ,macrophage
inflammatory protein®; RANTES = ,regulated upon activation, normal T cell

expressed and secreted”) modifiziert nach Moser und Loetscher, 2001.

Die Liganden RANTES, MIP-1a und MIP-13 sind bei vielen entzindlichen
Geschehen zu finden [Strieter et al.,, 1996]. Daher verwundert es nicht, dass zum
Beispiel in der Synovialflussigkeit eines Patienten mit rheumatoider Arthritis mehr als
85 % T-Lymphozyten mit CCR 5 Rezptoren gefunden werden im Gegensatz zu 5 -
10 % im Blut oder lymphatischen Gewebe [Loetscher et al., 1998].

Desweiteren wird die Expression von dem CCR 5 Rezeptor u.a. durch verschieden

Interleukine verstarkt (z. B. Interleukin 2) [Sallusto et al., 1998].

1.2.3 CCR 5 A 32 Mutation und HIV

Im Jahre 1995 wurde entdeckt, dass RANTES, MIP-1a und MIP-13 die Ausbreitung
von HIV-1-Viren hemmen [Cocchi et al., 1995]. Im Juni 1996 berichteten innerhalb
einer Woche funf von einander unabhangige Gruppen, dass es sich bei dem CCR 5
Rezeptor um einen Korezeptor flir m-trope HIV-1-Stamme handelt [Alkhatib et al.,
1996; Choe et al.,1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Doranz et al., 1996].
In den nachsten Monaten wurde entdeckt, dass gegenuber m-tropen HIV-1
exponierten Individuen mit einer A 32-Mutation des CCR 5 Gens einen Schutz gegen
die Infektion haben [Dean et al., 1996; Huang et al., 1996; Liu et al., 1996; Samson

et al., 1996]. Bei der A 32-Mutation handelt es sich um eine Deletion von 32
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Basenpaaren im CCR 5 Gen. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des
Leserasters an Aminosaurenstelle 185 und daraus resultierend zur Expression eines
defekten Proteins. Dieses funktioniert weder als Chemokinrezeptor noch als

Korezeptor fur das HIV-Virus.
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Abbildung 1: Darstellung des CCR 5 Rezeptors; der Pfeil zeigt auf die durch die A 32

Mutation beeintrdchtigte Region [Carrington et al., 1997].

Bei Kaukasiern findet sich die A 32-Mutation mit einer Allelfrequenz von 9,2 %, einer
Homozygotenfrequenz von 1,1 % und einer Heterozygotenfrequenz von 16,2 %
[Samson et al., 1996]. Sie nimmt von Nord- nach Sideuropa ab und fehlt bei
Afrikanern und Asiaten [Huang et al., 1996; Samson et al., 1996]. Daraus schloss
man auf ihre Entstehung in Nordeuropa und schatzte ihr Alter auf ca. 4000 Jahre
[Carrington et al., 1997].

Wie oben erwahnt, besteht bei homozygoten Merkmalstragern der A 32-Mutation
eine Resistenz gegenuber m-tropen HIV-1-Stdmmen. Nicht jedoch gegenuber t-

tropen HIV-1-Stdammen, da diese CXCR4-Chemokinrezeptoren als Korezeptoren
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nutzen. Die Heterozygoten flir CCR5 A 32 haben im Gegensatz zu den Wildtypen
eine reduzierte Expression des funktionierenden Rezeptors in ihren Zellen
[Benkirane et al., 1997] und im Falle einer HIV-1 Infektion wurde in einigen Kohorten
ein langsameres Absinken der T-Helferzellen, eine niedrigere Viruslast und eine
langsamere Progression zu AIDS beobachtet [Dean et al., 1996, Huang et al., 1996,

Michael et al., 1997].

1.24 Weitere Auswirkungen der CCR 5 A 32 Mutation

Individuen mit der CCR 5 Deletion scheinen durch die Mutation keine offensichtliche
Probleme zu haben und wirken vollig gesund. Ebenso wie Knock-out Mause, deren
CCR 5 Gen kunstlich ausgeschaltet wurde. Untersuchungen an diesen Mausen
zeigten jedoch bestimmte Auffalligkeiten.

Mit Listeria monozytogenes infizierte Knock-out Mause hatten in der Leber zehnfach
héhere Titer an dem intrazellularen Bakterium als die Wildtyp-Kontrollgruppe und
damit eine hohere Anfalligkeit. Ebenso ist diese erhdht bei einer
Kryptokokkusinfektion [Huffnagle et al., 1999]. Andererseits zeigten die homozygoten
Mause eine gewisse Resistenz gegenuber der Lipopolysaccharid induzierten
Endotoxamie.

Desweiteren zeigten diese Mause eine verstarkte allergische Reaktion vom Spattyp
und eine verstarkte humorale Immunantwort bei einem Antigenstimulus auf T-Zellen,
was auf eine Rolle von CCR 5 in der Herunterregulierung der T-Zell abhangigen
Immunantwort hinweist [Zhou et al., 1998].

Auch beim Menschen wurde die CCR 5 A 32-Mutation in Zusammenhang mit

bestimmten Erkrankungen untersucht:
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So stellte Garred fest, dass CCR 5 A 32 Allel-Trager mit chronischer Polyarthritis
vermindert positiven IgM Rheumafaktor, geschwollene Gelenke und eine verkirzte
Dauer der Morgensteifigkeit aufwiesen. Das Auftreten der Deletion in dieser Gruppe
unterschied sich jedoch nicht von dem in der Kontrollgruppe [Garred et al., 1998].

Bei Sarkoidose beschreibt Petrék eine erhdhte Frequenz der A 32 Mutation bei
diesen Patienten und infolge schwerer Krankheitsverlaufe einen erhdhten
Kortikoidbedarf [Petrék et al., 2000].

Einerseits wird ein vermindertes Risiko fur die Entwicklung von Asthma bei CCR 5
A 32 Allel-Trager und das Fehlen von homozygoten Asthmatikern beschrieben [Hall
et al., 1999]. Andererseits wird jeder Bezug der CCR5 Mutation mit Asthma negiert
[Mitchell et al., 2000].

Desweiteren wurde bei zwar gleicher Inzidenz von multipler Sklerose eine niedrigere
Rezidivrate bei A 32 Allel-Tragern beobachtet [Sellebjerg et al., 2000].

Das fur CCR 5 kodierende Gen ist nahe dem Mikrosatelliten Maker D3S1573
lokalisiert, welcher mit entztindlichen Darmerkrankungen in Zusammenhang gebracht
wird. Martins Untersuchungen ergaben jedoch keine Assoziation zwischen der Delta
32 Mutation des CCR 5 Gens und Colitis ulcerosa bzw. Morbus Crohn [Martin et al.,
2001].

Nyugen beschrieb bei homozygoten Merkmalstragern erhohte Blutdruckwerte und

Lymphozytenzahlen [Nguyen et al., 1999].
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1.3 Der -308 TNF Promotor Polymorphismus des TNF a Rezeptors

1.3.1 Cytokine

Bei Cytokinen (Zytokinen) handelt es sich um Polypeptide/Proteine mit einer
Molekilmasse meist unter 30 kDa, welche vor allem die Proliferation und die
Differenzierung von Zielzellen regulieren. Sie werden dementsprechend als
Wachstumsfaktoren bezeichnet. Viele Cytokine spielen aulRerdem eine sehr wichtige
Rolle bei immunologischen Reaktionen. Diese werden dann im allgemeinen als
Mediatoren bezeichnet. Sie werden meist nur bei akutem Bedarf produziert und
haben gewdhnlich nur eine kurze Lebenszeit, damit verbunden eine geringe
Reichweite. Cytokine sind nicht alle untereinander verwandt und gehéren daher zu
unterschiedlichen Strukturfamilien. Innerhalb dieser Strukturfamilien sind die Proteine
jedoch homolog. Die Bindung findet aullerordentlich spezifisch an spezielle
Rezeptoren der Zelloberflache statt. Dabei binden strukturell homologe Cytokine

haufig an denselben Typ von Rezeptor.

1.3.2 Der Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF a)

Ebenfalls zur Gruppe der Cytokine zahlt der Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF a),
auch Cachectin genannt. Sein namensgebendes Charakteristikum ist die Ausldsung
von Nekrose im Tumorgewebe in vivo bei Mausen, welche an einem Karzinom
erkrankt sind.

Sein kodierendes Gen ist in der hoch polymorphen MHC (Major Histocompatibility
Complex) Region auf dem Chromosom 6 an Position 21.3 lokalisiert [Hajeer et al.,

2000]. TNF a wird als 26 kDa schweres, membrangebundenes Protein exprimiert
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und dann durch das TNF a Converting Enzym (TACE) zu dem aktiven 17 kDa
I6slichen Trimer gespalten.

Es spielt eine Rolle bei Tumorbekampfung, Immunmodulation,
Entzindungsprozessen, Kachexie, septischem Schock, Replikation von Viren und
Hamatopoese. TNF a wird dabei von vielen Zelltypen exprimiert, aber hauptsachlich

von Makrophagen bei immunologischen Geschehen [Vaselli et al., 1992].

Abbidung 2: Kristallstruktur des Tumor Nekrose Faktors a modifiziert nach Eck et al.,

1989.

TNF a wirkt durch Bindung an TNF-Rezeptoren, welche an nahezu allen Zellen im
Korper zu finden sind. Die Familie der TNF-Rezeptoren ist grof3. Die Funktion der
beiden erst entdeckten, TNFR 1 und TNFR2 (R=Rezeptor), ist jedoch gut untersucht.
Der TNFR 2 hat eine hohere Affinitat zu TNF a und bindet es somit besser bei
geringen Konzentrationen. Dieser Rezeptor scheint proinflammatorische Reaktion zu
induzieren. Dagegen bendtigt der TNFR 1 hohere Konzentrationen und gibt das

Signal fir den Zelltod durch Apoptosis oder Zytotoxizitat [Tartaglia et al., 1991].
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Somit hat die Menge des produzierten TNF a einen EinfluR auf die Art der
Immunantwort.

Auch kommt es durch die beiden TNF-Rezeptoren zu einer Inhibition der TNF a
Produktion [Peschon et al.,1998]. Ebenso koénnen beide Rezeptoren von der
Zelloberflache abgespalten werden und in l6slicher Form das aktive TNF a
neutralisieren [Heller et al., 1990; Kohno et al., 1990]. Die genaue physiologische
Rolle der I6slichen TNF-Rezeptoren ist nicht bekannt. Sie kénnten jedoch genutzt
werden, um mittels Neutralisation von aktiven TNF a den Entzindungsprozess zu
lokalisieren und damit andere Zellen zu schutzen [Nelson et al., 1997].

TNF a stimuliert auch die Produktion von Fibroplasten sowie anderer Zellreihen und
aktiviert polymorphe Neutrophile und Osteoklasten. Auf3erdem induziert TNF a die

Produktion von Interleukin 1, Interleukin 6, Prostaglandin E2 und Kollagenase.

1.3.3 Der -308 TNF Promotor Polymorphismus und seine Auswirkungen

Wie oben schon erwahnt, befindet sich der Genlocus fur TNF a innerhalb des MHC
(Major Histocompatibility Complex). Dieser ist die polymorpheste Region des
gesamten Genoms mit den am dichtesten nebeneinander liegenden Genen. So
verwundert es nicht, dass viele ,single nucleotide“ Polymorphismen (SNP’s)
innerhalb und um das TNF a Gen gefunden wurden. Sie befinden sich dem Gen
vorgeschaltet an den Positionen -1031,-863,-857,-851,-488,-419,-376,-308,-238,-163
und -49 relativ gesehen zum Startpunkt der Transkription [Mira et al., 1999;
D Alfonso und Richiardi, 1996]. Meist kommt es bei den SNP’s zu einem Wechsel
von Guanin (G) zu Adenosin (A) an den oben genannten Stellen. In vielen Studien
wurde nun untersucht inwiefern diese Polymorphismen einen Einfluy auf die TNF a

Produktion und somit auf bestimmte Krankheitsverlaufe haben.
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In dieser Arbeit wurde der SNP von G (TNF 1 Allel) zu A (TNF 2 Allel) an der Stelle -
308 in der Promotorregion von TNF a untersucht, welches mit dem an Stelle -238 am
besten erforscht ist.

Vier von einander unabhangige Gruppen haben mittels unterschiedlichen Reporter-
Gen-Konstrukten, mit denen man das Ausmalf der Genaktivierung feststellen kann,
gezeigt, dass das TNF a -308 A (TNF 2) Allel eine hohere Transkriptionsrate im
Vergleich zu dem TNF a -308 G (TNF 1) Allel hat [Braun et al., 1996; Wu und
McClain, 1997; Wilson et al.,1997, Kroeger et al., 1997]. Ebenfalls wurde bei in vitro
stimulierten Zellen mit dem TNF 2 Allel eine hdohere TNF a Konzentration im
Gegensatz zu Zellen mit TNF 1 gemessen [Bouma et al, 1996; Louis et al, 1998].
Manche Gruppen sahen jedoch keinen Unterschied in der TNF o Produktion
zwischen den beiden Allelen [He et al.,1995; Huizinga et al., 1997; Turner et
al.,1995].

Jedenfalls wurde der TNF a -308 Polymorphismus mit unterschiedlichen Infektionen,
Autoimmunerkrankungen, TransplantatabstoRungen und Karzinomen in
Zusammenhang gebracht:

Die vielleicht bekannteste Studie ist die Assoziation von TNF a -308 A Allel mit der
cerebralen Malaria in Gambia. Mit dem TNF -308 A Genotyp hatten Malariapatienten
ein vierfach hoéheres Risiko eine cerebrale Malaria und ein sieben- bis achtfaches
Risiko neurologische Folgeerkrankungen zu entwickeln [McGuire et al., 1994].
Ebenfalls wurde das TNF2 Allel mit einem schwerwiegenderen Ausgang der
Leishmaniose brasiliensis in Venezuela in Zusammenhang gebracht [Cabrera et al.,
1995].

Homozygote -308 A Trager haben auch ein 3,4 fach héheres Risiko an dem Trachom
zu erkranken. Diese chronische Augenentzindung verursacht die meisten

Erblindungen weltweit [Conway et al.,1997].
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Bei Meningokokken-Meningitis wird die Schwere der Erkrankung sowie das
Sterberisiko mit TNF 2 in Verbindung gebracht [Nadel et al., 1996].

Das sehr verbreitete Zytomegalievirus (CMV) war in einer gesunden Population bei
-308 A Tragern weniger oft zufinden [Hurm und Helminen, 1998].

Auch scheinen diese Personen einen gewissen Schutz vor dem Denguefieber zu
haben [Loke et al., 1996].

Ebenfalls eine Assoziation mit dem TNF 2 Allel haben der Systematische Lupus
Erythematosus (SLE) und der Diabetes mellitus Typ |, wobei die starke Verbindung
des -308 Polymorphismus zu dem MHC Haplotyp HLA-A1, B8, DR3 eine
entscheidende Rolle spielt.

Daneben gibt es Verknupfungen des TNF Allels mit der Dermatitis Herpetiformis
[Wilson et al., 1995], Alopecia Areata [Galbraith und Pandey, 1995] und
verschiedenen Formen von Psoriasis [Arias et al., 1997].

Es zeigte sich ebenso eine Assoziation der Mutation mit der primar skleorosierenden
Cholangitis [Bernal et al., 1999, Mitchell et al., 1998] und der primar bilidren Zirrhose
[Jones et al., 1999], desgleichen bei gastrointestinalen Entziindungen wie Morbus
Crohn [Louis et al., 1996] und Colitis Ulcerosa [Bouma et al., 1996].

Auch besteht ein hdheres Risiko einer akuten AbstolRungsreaktion von Herz- [Turner
et al., 1995] und Nierentransplantaten [Sankaran et al., 1999] bei Organempfangern
mit dem TNF a -308 A Allel.

Und zuletzt scheint TNF 2 in Bezug zu dem krankheitsfreien Intervall und der
Uberlebenswahrscheinlickeit bei Non Hodgkin Lymphomen zu stehen [Warzocha et
al., 1998). Ebenfalls wurde eine Assoziation des TNF -308 Allels zu der chronischen

lymphatischen Leukamie hergestellt [Demeter et al., 1997].
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1.4 Hepatits C und Immunsystem des Patienten

Der genaue Pathomechanismus der zur Viruspersistenz und zum Leberzellschaden
bei der Hepatitis C fuhrt, ist noch nicht vollends verstanden. Desgleichen stehen
noch viele Fragen zu dem Therapieansatz und —erfolg offen.

Die Immunantwort scheint eine zentrale Rolle in der Pathogenese der HCV Infektion
zu spielen und verschiedene Argumente unterstreichen die Relevanz des durch das

Immunsystem vermittelten Leberzellschadens:

- Zu Beginn der Erkrankung fallt der Leberzellschaden mit der Ausbildung der
Immunantwort zeitlich zusammen und nicht mit der Infektion und
Virusreplikation [Farci et al., 1996]

- Verschiedene Daten deuten daraufhin, dass das HCV kein zytolytisches Virus
ist, jedoch EinfluR auf die Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
hat [Tanaka et al., 1996]

- Immunsupprimierte Patienten mit HCV-Infektion zeigen eine transiente
Normalisierung der Transaminasen und einen Anstieg der Viramie; daraus
folgend scheint der Zellschaden und die Kontrolle der Virusreplikation durch
das Immunsystem vermittelt zu sein; ebenfalls zeigt sich beim Wegfall der
Immunsuppression eine Exzerbation der Hepatitis [Gruber et al., 1993; Fan et

al., 1991]

Wie oben ausfihrlich beschrieben, haben der CCR 5 Rezeptor und seine Liganden
sowie der Tumornekrosefaktor a wichtige Aufgaben innerhalb des Immunsystems.
Ebenso wirken sich ihre Polymorphismen modulierend auf dieses System aus und

daraus resultierende Folgen flr bestimmte Krankeitsverlaufe.
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Insofern liegt die Frage nahe, ob diese Polymorphismen des CCR 5 Rezeptors sowie
des TNF a auch den Krankheitsverlauf und die Therapie der Hepatitis C Infektion

beeinflussen.

1.4.1 Hepatitis C und der CCR 5 A 32 Polymorphismus

Der CCR 5 Chemokinrezeptor ist bedeutend fiir die Anfalligkeit oder Beseitigung
bestimmter Infektionen, ausgeldst durch Pilze, Protozoen und Bakterien [Nansen et
al., 2002]. Seine Rolle bei antiviralen Aktivitaten ist weniger gut untersucht.

Der CCR 5 Rezeptor vermittelt eine Aktivierung, Stimulierung und Differenzierung der
T-Zellen und Monozyten wahrend der Immunantwort [Strieter et al., 1996]. Alle diese
Prozesse spielen eine Rolle in der Hepatitis C Virus Clearance und Persistenz und
kénnten durch den Verlust des funktionsfahigen CCR 5 Rezeptors modifiziert
werden.

Somit stellt sich die Frage, inwiefern der CCR 5 A 32 Polymorphismus den Verlauf
einer chronischen Hepatitis C und deren Therapie mittels Interferon und Ribavirin
beeinflusst.

In der Literatur finden sich dazu widersprichliche Aussagen. Woitas et al., 2002 und
Nguyen et al., 1999 entdeckten ein vermehrtes Vorkommen des CCR 5 A 32
Polymorphismus bei Patienten mit chronischer Hepatitis C im Vergleich zu einer
jeweils gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse konnten jedoch von anderen
Arbeitsgruppen [Promrat et al., 2003; Dorak et al., 2002; Hellier et al., 2002] nicht
bestatigt werden. Auch zeigte sich keine Assoziation zwischen der CCR A 32

Deletion und dem Therapieansprechen [Promrat et al., 2003; Dorak et al., 2002].
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14.2 Hepatits C und der TNF a -308 A Polymorphismus

Das Cytokin TNF a ist ein elementarer Mediator der Immunantwort mit multiplen
biologischen Funktionen, wie direkte antivirale Aktivitat, Zytotoxitat gegen
virusinfizierte Zellen sowie fur mehrere immunmodulatorische MaRnahmen [Vilcek et
al., 1991].

Untersuchungen an entziindetem Lebergewebe bei chronischer Hepatitis C mittels
Immunphanotypisierung zeigten, dass die Mehrzahl der infiltrierenden Zellen T-Zellen
sind [Onji et al., 1992]. Wenn T-Zell vermittelte Mechanismen bedeutend in der
Pathogenese der Hepatitis C Infektion sind, so durfte auch das TNF a System als
wichtiger Mediator in der T-Zell vermittelten Immunantwort eine wichtige Rolle
spielen. Somit kénnte auch der TNF a -308 A Polymorphismus, welcher mit einer
héheren Transkriptionsrate einhergeht [ Braun et al., 1996; Wu und McClain, 1997;
Wilson et al.,1997; Kroeger et al., 1997], in dem EntzUndungsprozess der
chronischen Hepatitis C und deren Therapieausgang eine bedeutende Funktion
haben.

Unterschiedliche Arbeitsgruppen [Hohler et al., 1998; Rosen et al., 2002; Yee et al.,
2001] haben bis jetzt jedoch noch keinen Anhalt fiir ein vermehrtes Auftreten des
TNF a -308 A Polymorphismus bei Patienten mit chronischer Hepatitis C gefunden.
Auch konnte keine Verbindung zwischen dem Polymorphismus und dem
Therapieansprechen hergestellt werden [Rosen et al., 2002; Yee et al., 2001].
Weitere Untersuchungen sind jedoch zur Abklarung der bisherigen Erkenntnisse

naotig.
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2. Fragestellung

Wie in der Einleitung ausfuhrlich beschrieben, haben der CCR 5 A 32
Polymorphismus und der TNF a -308 A Polymorphismus einen Einfluss auf das
Immunsystem und den Verlauf verschiedener Erkrankungen. Denkbar ist auch das
Einwirken dieser Polymorphismen auf die Ausbildung einer chronischen Hepatitis C
sowie auf den Therapieverlauf und dessen Ausgang.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Aussagen Uber das Auftreten des CCR 5
A 32 Polymorphismus bei HCV Patienten [Woitas et al., 2002; Nguyen et al., 1999;
Promrat et al., 2003; Dorak et al., 2002; Hellier et al., 2002]. Dagegen konnte der
TNF a -308 A Polymorphismus in verschiedenen Arbeitsgruppen [Hohler et al., 1998;
Rosen et al., 2002; Yee et al., 2001] nicht vermehrt nachgewiesen werden. Auch
bezlglich des Therapieansprechens auf Interferon und Ribavirin wurde von den o. g.

Arbeitsgruppen keine Assoziation zu den beiden Polymorphismen entdeckt.

Um die heterologe Studienlage zu Uberprifen, sollten im Rahmen dieser Arbeit die
Genotyp- und Allelfrequenzen der A 32 Deletion des CCR 5 Rezeptors und des TNF
a -308 Single Nukleotid Polymorphismus von G zu A bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C untersucht werden. Diese wurden mit denen einer gesunden
Kontrollgruppe verglichen.

Desweiteren sollten diese Polymorphismen auf eine Assoziation mit dem
Therapieansprechen auf Interferon und Ribavirin bei der chronischen Hepatitis C
Uberprift werden.

AbschlieRend sollten die Ergebnisse mit der aktuellen Studienlage in Kontext

gebracht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Studienpopulation

Die Studienpopulation setzt sich aus 62 Patienten zusammen, die sich zwischen
1998 und 2000 in ambulanter oder stationarer Betreuung in der Gastroenterologie
(Standort Innenstadt) und/oder Psychiatrie der Universitatsklinik Minchen befanden.
Alle Studienteilnehmer waren Kaukasier. Die Patienten nahmen an einer Studie zur
Untersuchung der Compliance und psychischen Nebenwirkungen wahrend der
Behandlung der Hepatitis C mit Interferon alpha und Ribaverin in psychiatrischen
Risikogruppen teil [Schaefer et al., 2003]. Die Untersuchungen wurden von dem
Ethik-Komitee der Universitat Minchen genehmigt und alle Patienten gaben ihr

schriftliches Einverstandnis.

Das Patientenkollektiv bestand aus Patienten mit chronischer Hepatitis C und

- bestehenden psychiatrischen Erkrankungen
- welche ein Methadon Substitutionsprogramm durchlaufen
- bekannter friherer intravendser Drogenabhangigkeit

- auf die keine der oben genannten Kriterien zutrifft

Medizinische Einschlusskriterien der Patienten waren ein nachweisbarer HCV RNA
Wert in einer Polymerase Kettenreaktion Untersuchung (AMPLICOR; Roche
Diagnostics, Branchburg, NJ) fur mehr als 6 Monate und erhdhte Alanin-

Aminotransferase Werte (ALT > 30 U/L; Referenzbereich < 24 U/L).
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Ausschlusskriterien waren:

- Bestehen einer anderen Lebererkrankung

- Leberzirrhose Grad Child B oder Child C

- schwergradige kardiologische oder neurologische Erkrankungen
- Koinfektion mit Hepatitis B

- Koinfektion mit Human Immunodeficiency Virus (HIV)

- Hepatozellulares Karzinom

- Autoimmunerkrankungen

- Neutrophilenzahl unter 1 500/mm?[Lauer et al., 2001]

- Thrombozytenzahl unter 75 000/mm? [Lauer et al., 2001]

Die Patienten wurden drei Monate vor Therapiebeginn auf Drogen- und
Alkoholmissbrauch getestet. Vor und wahrend der Beobachtungsphase wurden alle
vier Wochen Urinkontrollen auf Heroin, Methadon, Kokain, Amphetamine und
Benzodiazepine durchgefihrt. Desweiteren wurde der psychiatrische Status der
Patienten anhand standardisierter Scans erhoben.

Alle Patienten wurden wahrend der ersten acht Wochen der Behandlung alle 14
Tage durch einen Hepatologen und Psychiater betreut. Danach alle vier Wochen in
der Ambulanz.

Jeder Patient wurde dreimal wochentlich mittels IFN-a-2a (Hoffmann-La Roche,
Basel, Schweiz) 3 MU und taglich mit Ribavirin (MEDUNA GmbH, Hannover,
Deutschland) 1 000 bis 1 200 mg, abhangig vom Kérpergewicht (< 75 kg = 1 000
mg), behandelt. Die Dosis von Ribavirin wurde bei Andmie und klinischen
Symptomen adaptiert (Minimaldosis 600 mg/d). Die Patienten verabreichten sich

selbst subkutan die IFN a Injektion.
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Als Kontrollen diente das Blut von 119 gesunden, unverwandten Blutspendern des

Bayerischen Roten Kreuzes in Munchen.

3.2 Blutprobenaufarbeitung und Extraktion der DNA

Bei jedem Patienten erfolgte die Blutentnahme von 10 ml venésem EDTA-Vollblut
(Firma Sarstedt, Nirnberg). Danach wurde dieses funf Minuten bei 3600 U/min
(Firma Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert und anschlieBend das Plasma abpipettiert
(Firma Eppendorf, Hamburg). Die darauf folgende mittlere, leukozytenreiche Phase,
auch ,buffy coat“ genannt, wurde vorsichtig abpipettiert und in nummerierte und
beschriftete ,Cryotubes” (Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen) ubertragen.

Diese wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20° Celsius verwahrt.

Die Gewinnung der genomischen DNA aus dem ,buffy coat” erfolgte mit Hilfe eines
kommerziell erhaltlichen Kits (QlAamp DNA Blood Mini Kit; Qiagen, Hilden,
Deutschland).

Dabei wurden in einem 1,5 ml Schraubgefal® zu 200 pl des ,buffy coats 20 ul der
QIAGEN Proteinasel6sung und 200 ul AL Puffer hinzugefligt. Die Mixtur wurde fir 15
Sekunden in einem Vortex-Gerat (Firma Bender & Hobein AG, Zurich) durchmischt.
AnschlieBend wurde das GefaR zur Lyse der Zellmembran fiir 10 Minuten bei 56° C
im Wasserbad inkubiert.

Nun folgte die Zugabe von 200 pl 96 % Ethanol und ein erneutes Vermischen fur 15
Sekunden. Die Probe wurde anschlieBend auf die vorgesehene Reinigungssaule
Ubertragen und bei 6 000 upm fur eine Minute zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Filtrats folgte die Zugabe von 500 pyl AW 1 Waschpuffer auf die Saule und ein

erneutes Zentrifugieren flr eine Minute bei 6 000 upm. Auch dieses Filtrat wurde
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wieder verworfen und danach 500 uyl des AW 2 Waschpuffers auf die Saule
Ubertragen. Anschlieend wurde diesmal jedoch bei 20 000 upm fur 3 Minuten
zentrifugiert.

Im letzten Schritt I6ste man die nun gereinigte DNA mittels Zugabe von 200 ul AE
Eluat Puffer und Zentrifugation bei 6 000 upm aus der Reinigungssaule. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die gereinigten DNA-Proben ebenfalls bei -20° Grad

eingefroren.

Nach dem langsamen Auftauen wurde die gereinigte DNA zur weiteren Verwendung

mit HoOpigest im Verhaltnis 1:100 verdinnt.
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3.3 Charakterisierung der Chemokinrezeptor 5 (CCR 5) Allele

Der unter 1.2.3 beschriebene Polymorphismus stellt sich als Deletion von 32
Basenpaaren an der Aminosaurenstelle 185 im CCR5 Gen dar. Mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde ein 274 Basenpaar (bp) groltes Fragment,
welches die A 32 Deletion umschlie3t, amplifiziert. Bei Merkmalstragern der A 32-
Mutation besteht jedoch das Fragment nur aus 242 Basenpaare. Dies lasst sich mit

Hilfe der Gelelektrophorese sichtbar machen.

3.3.1 Amplifikation der DNA

Zur Amplifikation des unter 3.3 beschriebenen Fragments mittels PCR durch eine

Taq Polymerase (HotStar-Taqg DNA Polymerase, QUIAGEN, Hilden, Deutschland)

wurden die Primer P 1 und P 2 verwendet (siehe Tabelle 3).

Primer Sequenz
P1 5-TTT-ACC-AGA-TCT-CAA-AAA-GAA-G-3’
P2 5- GGA-GAA-GGA-CAA-TGT-TGT-AGG-3’

Tabelle 3: Primer P1 und P2 mit denen eine die A 32 Deletion enthaltene Sequenz

amplifiziert wird

Die Sequenzen der Primer sind der Literatur entnommen [Mack et al., 1999] und bei
TIB-Molbiol (Berlin) erhaltlich. Wie oben schon erwahnt, rahmt die amplifizierte
Sequenz die 32 bp-Deletion ein. Die beiden Primer wurden je mit einer Konzentration

von 0,5 ymol/l einem bestimmten Gemisch hinzugesetzt. Dieser Mix bestand aus:
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- Nukleoidkonzentration dNTP (bestehend zu gleichen Teilen aus dATP, dCTP,

dGTP und dTTP) von 200 uM

- Reaktions-Puffer (100 mMTris-Cl, 500 mM KCI(NH4)2S04,15 mM MgClomit pH

8,7 bei 20°C (QUIAGEN, Hilden, Deutschland)

- Q-Solution in einfacher Endkonzentration

- 2,5 Units HotStar-Tag DNA Polymerase (QUIAGEN, Hilden, Deutschland) aus

dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus

45 pl von diesem Master-Mix wurden mit 15 ul der unter Punkt 2.2 aufbereiteten und

verdinnten DNA inkubiert und das Endgemisch bestand somit aus:

H2Opigest 25,2 ul
dNTP 0,9 ul
Puffer 6
Primer P 1 0,3 ul
Primer P 2 0,3 ul
HotStarTaq 0,3
Q-Solution 12 ul
Master-Mix gesamt 45 i
DNA (1:100 Verd. mit Hz0pidest) 15 pl

Gesamtvolumen 60 i



Material und Methoden 34

Die nun folgende Polymerasekettenreaktion wurde in einem vollautomatischen
Biometra-Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland) unter folgenden
Bedingungen durchgefuhrt:

Zu Beginn fir 15 Minuten auf 95°C vorheizen. AnschlieRend denaturieren der
komplexen DNA bei 94°C flur 45 Sekunden, um nach Abkihlung eine Anlagerung der
Primer an ihre komplementaren Sequenzen zu erreichen (Annealing). Dies geschieht
innerhalb einer Minute bei 56°C. Die Polymerisation, in der eine Verlangerung der
Primer stattfindet, dauert ebenfalls eine Minute bei einer Temperatur von 72°C.

Nun werden die Schritte von Denaturierung Uber Annealing zur Polymerisation in 35

Zyklen wiederholt (siehe Tabelle 4):

Denaturierung 94°C 45 Sekunden
Annealing 56°C 60 Sekunden 35 Zyklen
Polymerisation 72°C 60 Sekunden

Tabelle 4: PCR-Protokoll

Nach dem letzten Zyklus erfolgt die Stabilisierung des Reaktionsprodukts Gber zehn

Minuten bei 72°C.
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3.3.2 Agarosegelelektrophorese

Das amplifizierte Reaktionsprodukt soll nun mittels eines Agarosegels sichtbar

gemacht werden.

Dazu wurden 3 g Pulver NuSieve der Firma BioProducts (Rockland, USA) in 100 ml
verdinntem TAE-Puffer aufgeldst. Nach 15 minutiger Einwirkzeit wurde das Gemisch
in der Mikrowelle bei 600 Watt zwei Minuten erhitzt. Dann folgte nach 10 Minuten
eine erneute Erwarmung bei 900 Watt fur zwei Minuten.

Nach einer Abkuhlzeit von einer Minute wurde der Losung unter einem Luftabzug 3
Ml Ethidiumbromid (C21H2oN3Br ) hinzugefigt. Einzelne Ethidiumbromid-Molekile
interkalieren dabei zwischen die Basen der DNA, wodurch sich das
Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verandert und somit die Fluoreszenz der
Substanz durch Anregung mit ultraviolettem Licht stark erhdht wird. Auf diese Weise
leuchten im NuSieve-Gel die Stellen, an denen sich Nukleinsduren befinden, hell auf,
wahrend Stellen ohne Nukleinsduren dunkel erscheinen. Die Lichtintensitat ist dabei
proportional zur vorhandenen DNA-Menge.

Die Losung wurde dann in eine kleine Kammer eingebracht und fir 20 - 30 Minuten
abgekuhlt. Nun wurden in ausgestanzten Taschen des verfestigten Gels 25 pl des
Reaktionsprodukts und 2,5 pl Auftragspuffer gebracht. Danach wurde eine
gleichmafige Spannung von 100 Volt angelegt. Zur Zuordnung der Banden sind 20
und 123 Basenpaar (bp) grof3e Leitern mitgelaufen.

Durch UV-Licht konnte dann das DNA-Fragment dargestellt und analysiert werden.
Bei Patienten mit den Wildtypallelen kam nur eine 274 bp Bande zur Darstellung.

Zwei Banden mit den Langen 274 und 242 zeigten sich bei den heterozygoten
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Merkmalstragern der A 32-Mutation. Und im Falle von homozygoten

Merkmalstragern fand man nur eine 242 bp Bande (Abbildung 1).

L —

242 bp

32-/32- 32-/32+ 32+/32+

100 bp 20 bp
Leiter Leiter

Abbildung 3: Gelelektrophorese zur Darstellung der amplifizierten DNA-Fragmente
des CCR 5 Gens. An Stelle 1 stellt sich nur eine 274 Basenpaar (bp) lange Bande
dar und zeigt somit einen Wildtyp (A32-/A32-) an. An Stelle 2 sieht man sowohl eine
274 bp und 242 bp lange Bande. Beide Banden sind bei heterozygoten
Merkmalstrdgern (A32-/A32+) zu beobachten. An Stelle 3 ist nur eine 242 bp lange
Bande zu erkennen. Dies ist bei homozygoten Merkmalstrdgern (A32+/A32+) zu

sehen. Stelle 4 zeigt wieder einen Wildtyp und Stelle 5 einen Heterozygoten.
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3.4 Charakterisierung der -308 Tumor Nekrose Faktor (TNF) Allele

Der unter 1.3.3 beschriebene Polymorphismus ist ein ,single nucleotide®
Polymorphismen (SNP) von G (TNF 1 Allel) zu A (TNF 2 Allel) an der Stelle -308 in
der Promotorregion von TNF a. Mittels unterschiedlicher Primer wurde entweder das
TNF 1 Allel bzw. das TNF 2 Allel amplifiziert. Diese Produkte lassen sich ebenfalls in

der Gelelektrophorese darstellen.

3.4.1 Amplifikation der DNA

Der Primer C 1 wurde in Kombination mit dem Primer C 2 zur Amplifizierung des
TNF 1 Allels mittels einer PCR verwendet. Fur das TNF 2 Allel wurde wieder der
Primer C 1, diesmal aber zusammen mit dem Primer C 3 gebraucht (Primer siehe
Tabelle 5). Als interne Kontrolle diente das Primerpaar GAPHse und GAPHas,

welches eine 310 bp lange Sequenz aus dem GAPDH Gen amplifiziert.

Primer Sequenz

C1 5-TCT-CGG-TTT-CTT-CTC-CAT-CG-3’

C2 5-ATA-GGT-TTT-GAG-GGG-CAT-GG-3"  (fur TNF 1 Allel)
C3 5-ATA-GGT-TTT-GAG-GGG-CAT-GA-3"  (fir TNF 2 Allel)

Tabelle 5: Primer C1 und C2 amplifizieren TNF 1; Primer C1und C3 amplifizieren

TNF 2




Material und Methoden 38

Die Sequenzen wurden 1994 von Verjans et al. beschrieben und sind kommerziell
erhaltlich. Sie wurden jeweils in einer Konzentration von 0,25 pmol/l einem

Reaktionsgemisch hinzugefugt, welches sich zusammensetzt aus:

- Nukleoidkonzentration dNTP (bestehend zu gleichen Teilen aus dATP, dCTP,

dGTP und dTTP) von 200 uM

- Reaktions-Puffer (100 mMTris-Cl, 500 mM KCI(NH4)2S04,15 mM MgClomit pH

8,7 bei 20°C (QUIAGEN, Hilden, Deutschland)

- 2,5 Units HotStar-Tag DNA Polymerase (QUIAGEN, Hilden, Deutschland) aus

dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus

- Kontroll-Primerpaar GAPDHse und GAPDHas mit einer Konzentration von

jeweils 0,25 M/l

Es wurden wieder 45 pl dieser Losung mit 15 pl der unter 2.2 beschriebenen DNA

vermischt und setzte sich nun wie folgt zusammen:

H20Opigest 36,9 i
dNTP 1,2 pl
Puffer 6 ul
Primer P 1 0,15 pl
Primer P 2 0,15 pl
Primer G 1 0,15 ul

Primer G 2 0,15 ul
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HotStarTaq 0,3 ul
Master-Mix gesamt 45 ul
DNA (1:100 Verd. mit H.0pigest) 15 ul
Gesamtvolumen 60 i

AnschlieBRend wurde wieder die Polymerasekettenreaktion in dem Biometra-

Thermocycler durchgefihrt. Die Inkubation erfolgte unter folgenden Bedingungen:

- 32 Zyklen

- Vorheizen 15 min 95 Grad

- Denaturierung 45 sec 94 Grad
- Annealing 60 sec bei 60 Grad
- Extension 60 sec bei 72 Grad

- Inkubation 10 min 72 Grad

3.4.2 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsprodukte erfolgte diesmal mit
einem 2 % Agarosegel der Firma SIGMA-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland). Die Herstellung entspricht weitgehend dem unter dem Punkt 2.3.2
dargestellten NuSieve-Gel. Die Visualisierung erfolgte wieder unter ultraviolettem
Licht. Dabei waren in jeder Probe die 310 Basenpaar Bande der Kontrolle zu sehen.
Bei der Verwendung der Primer C 1 und C 2 und dem Vorliegen des TNF 1 Allels

stellte sich zusatzlich eine 184 bp lange Bande dar. Lag jedoch das TNF 2 Allel vor,
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hatte man keine zusatzliche Bande. Umgekehrt verhielt es sich bei der Verwendung

der Primer C 1 und C 3, welche das TNF 2 Allel amplifizieren (siehe Abbildung 2).

310 bp
N W owee —
—— —

184 bp

100 b r
Leitef TNF 1 / TNF 2 --- [ TNF2 TNF1/ ---

Abbildung 4: Gelelektrophorese zur Darstellung der amplifizierten DNA-Fragmente
des TNF a Gens. In jeder Probe ist eine 310 bp lange Probe zur Kontrolle zu sehen.
Bei Patient 1 stellt sich sowohl ein 184 bp lange Bande bei Verwendung der Primer
C1 und C2 (TNF 1 Allel) und C1 und C3 (TNF 2 Allel) dar. Patient 1 ist somit ein
heterozygoter Merkmalstrdger (TNF 1/TNF 2). Bei Patient 2 stellt sich nur bei
Verwendung der Primer C1 und C 3 (TNF 2 Allel) die 184 bp lange Bande und damit
eine homozygoter Merkmalstréger fiir das TNF 2 Allel dar. Patient 3 zeigt nur die 184

bp lange Bande mit den Primern C1 und C2 und demnach ein Wildtyp.
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3.5 Statistische Auswertung

Die Daten des Ergebnisteils wurden mit Hilfe des Fischer’s Exakt Test und des x2-

Tests bestimmt.

Desweiteren wurde folgende Software verwendet:

- Windows XP Professional Betriebssystem
- Word 2005
- Excel

- SPSS fir Windows
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterista der Studienpopulation

Die klinischen und labortechnischen Charakteristika der unter Punkt 2.1

beschriebenen Patientenpopulation mit chronischer Hepatitis C und der

Kontrollgruppe sind in Tabelle 6 dargestellt:

Kenndaten HCV Patienten Kontrollgruppe
(n=62) (n=119)

Anzahl (mannlich/weiblich) 28/ 34 49/70

Alter

Mittelwert + Standardabweichung: 42 £+ 11 3912

Bereich: 20 - 61 19-72

Viruslast

Mittelwert + Standardabweichung: 2,46 + 0,45 -

Bereich: 0,003 -24 -

S-ALT

Mittelwert + Standardabweichung: 74 £ 45 -

Bereich: 32 -222 -

Genotypen

1 oder 4: 37 -

2 oder 3: 25 -

Tabelle 6: Klinische und labortechnische Kenndaten

59 der 62 Patienten der Studie von Schaefer [Schaefer et al., 2003] beendeten die
sechs Monate unter Therapie mit Interferon und Ribavirin und wurden somit in die

Studie mit einbezogen.
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4.2 CCR 5

4.2.1 Haufigkeitsverteilung der Chemokinrezeptor 5 Allele

Die Allelfrequenz flr die A 32 Mutation des Chemokinrezeptors 5 betrug bei den mit
dem Hepatits C Virus infizierten Patienten 13,7 % und bei der gesunden
Kontrollgruppe 11,3 %. Eine signifikant erhdhte Frequenz der Mutation konnte somit

bei HCV infizierten Patienten nicht festgestellt werden (siehe Tab. 7 und Diagr. 1).

Allel HCV Patienten Kontrollgruppe p-Wert
n (%) n (%)

CCR5A32+ 17 (13,7) 27 (11,3) 0513

CCR5A32- 107 (86,3) 211 (88,7)

Tabelle 7: Allelfrequenz CCR 5

Allelfrequenz CCR 5

100

OHCV positv s 88.7
% T m Kontrolle i

80

70
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Patienten (%)
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CCR5A32+ CCR5A32-

Diagramm 1: Allelfrequenzen CCR 5
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422 Haufigkeitsverteilung der CCR 5 Genotypen

Sowohl in der HCV-positiven Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe gab es

jeweils nur einen Homozygoten Genotyp.

Die meisten Teilnehmer beider Gruppen waren Wildtypen oder heterozygot fir die

A 32 Mutation (siehe Tabelle 8 und Diagramm 2).

Genotyp HCV Patienten Kontrollgruppe p-Wert
n (%) n (%)

CCR5A32+/A32+ 1(1,6) 1(0,8)

CCR5A 32 +/A 32 - 15 (24,2) 25 (21,0) 0,783

CCR5A32-/A32- 46(74,2) 93(78,2)

Tabelle 8: Genotyp Frequenz CCR 5
Genotyp Frequenz CCR 5

90
@ Delta 32+/Delta 32+ 789

80 T m Delat 32+/Delta 32- =12

O Delta 32-/Delta 32-

70 -

60

50

40

Patienten (%)

30

242

20

10 +

0.8

HCV Patienten

Diagramm 2: Genotyp Frequenz CCR 5

Kontrollgruppe
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4.2.3 Korrelation zwischen CCR 5 Mutation und Therapieansprechen

Es wurden das Therapieansprechen der Patienten mit der A 32 Mutation des CCR 5
Allels mit dem der Patienten mit Wildtyp verglichen. Ein Ansprechen der Therapie
nach sechs Monaten wurde bei Normalisierung der Alanin-Aminotransferase (ALT)
und eines negativen Nachweises der HCV-RNA definiert.

Es zeigte sich jedoch keine Korrelation zwischen dem Ansprechen der Therapie mit
Interferon und Ribavirin und der Prasenz der A 32 Mutation (siehe Tabelle 9 und

Diagramm 3) bei den 59 Patienten, welche die Studie beendet haben.

Allel Responder Nonresponder p-Wert
n (%) n (%)
CCR5A32+ 8 (13,5) 7(11,9)
0,935
CCR5A32- 24 (40,7) 20 (33,9)

Tabelle 9: Therapieansprechen in Anlehnung an den CCR 5 A 32 Polymorphismus;
Homozygote fiir das Wildtyp Allel (A32-/A32-) sind klassifiziert als CCR 5 A 32 -,
Homozygote (A32+/A32+) und heterozygote (A32+/A32-) Trdger wurden in der CCR

5 A32 + Gruppe zusammengefasst.

Therapieansprechen

45

40.7

«0 | O Responder

- 45 1| @ Non-Responder

15 13.5

Patienten (%)

CCR5A32+ CCR5A32-

Diagrammm 3: Therapieansprechen korreliert mit dem CCR 5 A 32 Polymorphismus;



Ergebnisse

46

4.3 TNF a

4.31 Haufigkeitsverteilung des TNF a Allele

Bei den Hepatits C infizierten Gruppe zeigte sich eine Frequenz fir das TNF 2

(-308 A) Allel von 16,1 %. Bei der Kontrollgruppe lag sie bei 15,6 %.

Ein signifikanter Unterschied errechnete sich sonst nicht (siehe Tabelle 10 und

Diagramm 4).

Allel HCV Patienten Kontrollgruppe p-Wert
n (%) n (%)

TNF 1 (-308 G) 104 (83,9) 201 (84,4) 0.885

TNF 2 (-308 A) 20 (16,1) 37 (15,6) ’

Tabelle 7: Allelfrequenz TNF a -308
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Allelfrequenz TNF alpha
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TNF 1 (-308 G)

Diagramm 4: Allelfrequenz TNF a -308

TNF 1 (-308 A)
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4.3.2 Haufigkeitsverteilung der TNF a Genotypen

In der HCV Gruppe (2 von 62) und in der Kontrollgruppe (4 von 119) waren jeweils

3 % homozygot fur das TNF2 Allel (TNF a -308 AA).

Die meisten Patienten und Kontrollen waren homozygot flr das TNF 1 Allel (TNF a -

308 GG). Die Heterozygoten (TNF a -308 GA) waren ebenfalls bei beiden

Populationen prozentual nahezu gleich vertreten (26 vs. 24), wie aus der Tabelle 11

und dem Diagramm 5 ersichtlich ist.

Genotyp HCV Patienten Kontrollgruppe p-Wert
N (%) n (%)

TNF a -308 GG 44 (71) 86 (73)

TNF a -308 GA 16 (26) 29 (24) 0,977

TNF a -308 AA 2 (3) 4 (3)

Tabelle 11: Genotyp Frequenz TNF a
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Genotyp Frequenz TNF alpha
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B TNF alpha -308 GA
O TNF alpha -308 GG

B TNF alpha -308 AA 71

60 4
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40 A
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Diagramm 5: Genotyp Frequenz TNF a

73

HCV Patienten

Kontrollgruppe
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4.3.3 Korrelation zwischen TNF a Mutation und Therapieansprechen

Wieder wurde das Therapieansprechen zwischen Patienten mit und ohne Mutation
an Stelle -308 des TNF a Gens verglichen.

Auch hier zeigt sich mit der gleichen Anzahl auftretenden ,single nucleotide®
Polymorphismen in beiden etwa gleich groRen Gruppen kein signifikanter

Unterschied (Tabelle 12 und Diagramm 6).

Allel Responder Nonresponder p-Wert
n (%) n (%)

TNF 1 (-308 G) 23 (39,0) 18 (30,5) 0.665

TNF 2 (-308 A) 9 (15,3) 9 (15,3)

Tabelle 12: Therapieansprechen in Anlehnung an den TNF a -308 Polymorphismus;
Homozygote fiir das Wildtyp Allel -308 GG sind klassifiziert als TNF 1, Homozygote -

308 AA und heterozygote -308 GA Trdger wurden in der TNF 2 — Gruppe

zusammengefasst.
Therapieansprechen
45
20 39 O Responder |
@ Non-Responder
35
305
30
25
X
c 20
[0}
£ 15.3 15.3
Q2 15
©
& 10
5
0

TNF 1 (-308 G) TNF 2 (-308 A)

Diagramm 6: Therapieansprechen in Anlehnung an den TNF a -308

Polymorphismus
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4.4 Korrelation zwischen Virus Genotyp und Therapie

Das Ansprechen der Hepatitis C Patienten auf die Therapie mit Interferon und

Ribavirin in Korrelation zu den unterschiedlichen Virus Genotypen ist in der Tabelle

13 und dem Diagramm 7 dargestellt und entspricht dem Ergebnis vieler anderer

Studien [Fried et al., 2002; Manns et al., 2001].

Virus Genotyp Responder Non-Responder p-Wert
n (%) n (%)

1 oder 4 (n=36) 15 (41,7) 21 (58,3) 0.15

2 oder 3 (n=23) 17 (73,9) 6 (26,1)

Tabelle 13: Korrelation Virus Genotyp und Therapieansprechen
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Therapieansprechen korreliert mit Virus Genotyp
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Diagramm 7: Korrelation Virus Genotyp und Therapieansprechen
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4.5 Zusammenfassung Ergebnisse

4.5.1 Zusammenfassung Ergebnisse CCR 5

Bei den 62 HCV infizierten Patienten unserer Studie zeigte sich kein Unterschied
sowohl in der Allelfrequenz als auch in der Haufigkeitsverteilung der Genotypen von
der A 32 Mutation des Chemokinrezeptors 5 im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe. Bei den 59 der 62 Patienten, welche die sechs monatige Therapie
mit Interferon und Ribavirin beendet hatten, zeigte sich auch keine Korrelation
zwischen dem Ansprechen der Therapie und der Prasenz der A 32 Mutation. Eine
Assoziation zwischen der CCR 5 A 32 Deletion und dem Verlauf sowie dem
Therapieansprechen bei der chronischen Hepatitis C scheint es aufgrund unserer

Ergebnisse nicht zu geben.

452 Zusammenfassung Ergebnisse TNF a

Auch bei dem TNF a -308 Polymorphismus konnte in der Haufigkeitsverteilung der
TNF a Allele sowie Genotypen zwischen den 62 Patienten der Studie und der
gesunden Kontrollgruppe kein Unterschied aufgewiesen werden. Ebenfalls zeigte
sich keine Korrelation zwischen dem Therapieansprechen auf Interferon mit Ribavirin
und dem Auftreten des Polymorphismus. Basierend auf unseren Ergebnissen konnte
auch hier keine Assoziation zwischen der TNF a -308 Mutation und dem Verlauf

sowie dem Therapieansprechen bei der chronischen Hepatitis C hergestellt werden.

Das Ansprechen unserer Patienten auf die Kombinationstherapie in Korrelation zu

den Virus Genotypen entsprach dem Ergebnis vieler anderer Studien.
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5. Diskussion

5.1 CCR5

Wie in der Einleitung beschrieben, haben der CCR 5 Rezeptor und seine Liganden
wichtige immunmodulatorische Eigenschaften, welche auch Auswirkungen auf die
akute Hepatitis C und ihren spontanen und chronischen Verlauf sowie das
Ansprechen auf die Therapie haben koénnen. Aufgrund der Komplexitat des
Chemokinsystems mit der vielfaltigen Bindungs- und Interaktionsmdglichkeiten der
Chemokine sind die  Auswirkung einzelner  Polymorphismen  jedoch
pathophysiologisch in der Regel nur schwer oder kaum in Zusammenhang mit einer
bestimmten Virusinfektion zu bringen.

Abgesehen von dem HIV Virus, welches den CCR 5 Rezeptor als Co-Rezeptor
benutzt [Alkhatib et al., 1996; Choe et al.,1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996;
Doranz et al., 1996], gibt es nur wenige Daten, die fur eine Rolle des CCR 5
Rezeptors oder seiner A 32 Mutation bei Virusinfektionen sprachen.

Das Hepatitis C Virus wird wie HIV parenteral Ubertragen und fihrt haufig zu einer
chronischen Entziindung der Leber. Es bendétigt im Gegensatz zu HIV jedoch nicht
den CCR 5 Rezeptor zum Zelleintritt. Die CCR 5 Liganden MIP-1a und MIP-1f und
RANTES sind alle Inhibitoren von viralen Infektionen [Raport et al., 1996; Qin et al.,
1998]. Ein defekter CCR 5 Rezeptor kénnte somit ein ,immunologischer Nachteil“ in
der Bekampfung der HCV Infektion und ein bedeutender Schritt in Richtung
Chronifizierung sein. Somit eignet sich das Hepatitis C Virus zur Untersuchung des
Effektes einer veranderten CCR 5 Expression durch die A 32 Deletion auf den Ablauf

der Infektion und den Therapieausgang.
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Woitas et al. postulierten 2002 einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der A
32 Mutation von CCR 5 und der Hepatitis C Infektion. 385 weilde, anti-HCV und/oder
anti-HIV positive Patienten wurden in drei Gruppen aufgeteilt (HCV Monoinfektion,
HIV Monoinfektion und HCV/HIV Doppelinfektion). Keiner der HCV positiven
Patienten hatte vor Studienbeginn eine Interferontherapie erhalten. Als
Kontrollgruppe dienten 102 weil3e Blutspender.

Es zeigte sich eine erh6hte Homozygotenfrequenz fiir die CCR 5 A 32 Deletion unter
den HCV-positiven/HIV-negativen Patienten von 7,8 % (12 von 153) im Gegensatz
zu 1 % in der gesunden Kontrollgruppe. Die Nummer der CCR 5 A 32 Homozygoten
war damit 3 mal hdher als erwartet. In den mit HIV infizierten Patientengruppen gab
es erwartungsgemal® keine homozygoten Merkmalstrager. Ebenfalls war die
Allelfrequenz der CCR 5 A 32 Mutation in der anti-HCV positiven Gruppe (16,0 %)
signifikant héher als in der Kontrollgruppe (8,3 %) und der HIV infizierten Gruppe
(9,3 %). Desweiteren wurden bei den Homozygoten anti-HCV pos./anti-HIV neg.
Patienten eine erhdohte Anzahl von CD 8+ T Zellen und erhdhte Viruslast im
peripheren Blut gefunden (verglichen mit den heterozygoten und wildtyp Patienten
der gleichen Gruppe).

Unterstltzt werden die Ergebnisse von Nguyen et al. (1999), welcher von 119 HIV
neg./HCV pos. Patienten mit Hamophilie 8 Homozygote fiir die A 32 Deletion
entdeckte. Dies entspricht einem Anteil von 6,7 %. Ebenso fiel auf, dass diese acht
dabei signifikant hdhere Transminasen als HCV-Patienten mit dem Wildtyp
aufwiesen.

In unseren Untersuchungen war die Homozygotenfrequenz fiir die A 32 Mutation in
der HCV Gruppe bei 1,6 % (1 von 62) und in der Kontrollgruppe bei 0,8 % (1 aus
119). Zwischen den beiden Gruppen gab es somit keinen signifikanten Unterschied

und die Frequenz fir CCR 5 A32/A32 in beiden Gruppen stimmt mit den berichteten
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Frequenzen in der Allgemeinbevélkerung [Samson et al., 1996; Dean et al., 1996]
Uberein. Auch die Allelfrequenz fir A 32 zeigte keinen nennenswerten Unterschied
zwischen HCV- (13,7 %) und Kontrollgruppe (11,3 %). Ebenso konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den HCV Patienten mit oder ohne der A 32
Mutation in Bezug auf Viruslast oder ALT Werte festgestellt werden.

Damit konnte das Ergebnis von Woitas nicht bestatigt werden und es stellt sich die
Frage nach dem Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse.

Die Antwort ist vielleicht in den unterschiedlichen Studienpopulationen zu suchen. In
Woitas Untersuchungen hatten die meisten der Patienten (83,7 %) in der anti-HCV
pos./anti-HIV neg. Gruppe mit der erhéhten Homozygotenzahl eine Hamophilie. Die
Patienten erhielten Faktor VIII und IX Konzentrate bevor diese auf HIV getestet
wurden. Somit war ihr Risiko mit HIV infiziert zu werden zum damaligen Zeitpunkt
deutlich erhdht. Eine Studie zeigte sogar, dass nur 6 % der Hamophiliepatienten,
welche zwischen 1978 und 1985 mit Faktor VIII oder IX Konzentraten behandelt
wurden, HIV-1 seronegativ waren [Kroner et al., 1994]. Bei HIV negativen
Hamophiliepatienten erwartet man nun nach den Erkenntnissen der Resistenz gegen
HIV bei A 32 homozygoten Merkmalstrager eine erhdhte Frequenz der Mutation in
dieser Gruppe. Dies zeigte sich auch mit einem erhéhten Anteil von 5,5 % (12 von
219) von A 32 Homozygoten in der Multicenter Studie fur Hamophiliepatienten von
Nguyen [Nguyen et al., 1999]. Folglich spiegelt die erhdhte Pravalenz der CCR 5 A
32 Homozygoten in der HCV pos./HIV neg. Gruppe der Hamophiliepatienten in
Woitas Studie vielleicht eher die Resistenz gegentiber HIV als eine Anfalligkeit gegen
eine HCV-Infektion wieder.

In unserer Studienpopulation war hingegen das wesentliche Risiko, an HCV zu
erkranken, nicht eine Transfusion bei Hamophilie, sondern eine Infektion durch

kontaminierte Nadeln bei intravendsem Drogenmissbrauch. Eine Selektion
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hinsichtlich des A 32 CCR 5 Status durch eine koexistente HIV Infektion ist in unserer
Untersuchung auszuschlie3en.

Desweiteren hatten in den beiden Studien von Woitas und Nguyen eine nicht
unerhebliche Zahl von HCV positiven Patienten eine Koinfektion mit Hepatitis B. Dies
stellt eine gute Erklarung fur die erhdhte Viruslast und die héheren Transaminasen in
den Voruntersuchungen dar.

In unserer untersuchten Gruppe war indessen eine Koinfektion mit HBV ebenso wie
mit HIV ein Ausschlusskriterium. Weitere Patientencharakteristika sind unter Punkt
2.1 zu entnehmen.

Auch die Arbeitsgruppe um Promrat bestatigt unser Ergebnis. In ihrer Gruppe von
257 weilden HIV neg./HCV pos. Patienten waren 2 (0,8 %) homozygot fir die A 32
Mutation. In der Kontrollgruppe waren es 26 von 2380 (1,1 %). Somit liegt auch hier
die Homozygotenfrequenz im  Bereich der Kontroligruppe und der
Normalbevdlkerung. Die haufigste Infektionsquelle in Promrats HIV neg./HCV pos.
Gruppe war intravendser Drogenmissbrauch (39,5 %), gefolgt von Bluttransfusionen
(22,4 %). Daneben ergab sich ebenso kein signifikanter Unterschied zwischen A 32
und Wildtyp Alleltragern in ALT-Werten, Viruslast, Grad der Leberentziindung sowie
der Leberfibrose [Promrat et al., 2003].

In einer weiteren Studie [Dorak et al., 2002] zeigt sich ebenfalls eine &hnliche
Verteilung der A 32 Homozygoten unter HCV infizierten Patienten. Unter den 250
weilken HIV neg./HCV pos. Patienten dieser Studie befand sich kein einziger A 32
Homozygoter. Die Frequenz der A 32 Mutation lag bei 8,4 %. Und damit wie in
unserer Studie (13,7 %) im nordeuropaischen Durchschnitt von 8 — 16 % [Dean et al.,
1996; Lu et al., 1999; Libert et al., 1998]. Ebenso wie in Promrats Untersuchungen

waren die Hauptrisikofaktoren fur eine HCV Infektion i.v. Drogenabusus und
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Blutibertragungen. Auch hier konnten die A 32 Alleltrager mit einer erhdhten
Viruslast in keinen Zusammenhang gebracht werden.

Desweiteren wurden in einer grold angelegten Studie in mehreren hepatologischen
Kliniken in Europa zwischen 1995 und 2001 Hepatitis C Patienten auf
unterschiedliche Polymorphismen untersucht [Hellier et al., 2003]. Auch in dieser
Studie war das AusschluBkriterium eine Koinfektion mit HBV oder HIV oder eine
andere Lebererkrankung. Ebenso hier lag die Frequenz der A32/A32 Homozygoten
unter den Patienten mit chronischer Hepatitis C bei 1,6 % und damit nahe dem
erwarteten Bereich in der kaukasischen Gruppe.

Somit gibt es keine Hinweise, dass sich die in zwei Voruntersuchungen beschriebene
erhdhte Homozygotenrate der A 32 Mutation bei Hepatitis C Patienten mit
Hamophilie auch in anderen Patientengruppen mit chronischer Hepatitis C findet.
Wahrscheinlich kam es in den zwei Hamophiliegruppen durch die HIV Resistenz zu
einer Selektion der A32/A32 Homozygoten in den HIV neg./HCV pos.
Patientengruppen. Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CCR 5
A 32 Homozygoten und der chronischen Hepatitis C Infektion ist damit nicht zu

postulieren.

Basierend auf der Moglichkeit einer Interaktion zwischen dem A 32 CCR 5
Polymorphismus und der HCV Infektion wurde auch die Hypothese aufgestellt, dass
die Mutation ein Auswirkung auf die Therapie mit Interferon alpha und Ribavirin
haben koénnte [Woitas et al., 2002]. Daher wurde in unserer Studie das Ansprechen
der HCV Patienten auf eine Therapie mit Interferon a 2a und Ribavirin nach 6
Monaten mit dem Auftreten der A 32 Mutation korreliert. Dabei ergab sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen der A 32 Allel Pradsenz und dem Therapieansprechen

(13,5 % Responder vs. 11,9 % Nonresponder).
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Ebenso kommen Promrat und Dorak mit Kollegen zu demselben Ergebnis. Promrat
untersuchte 6 Monate nach Beendigung der Therapie deren Ansprechen und
korreliert es mit dem Auftreten der A 32 Mutation, jedoch ohne eine Assoziation
abzuleiten zu kdénnen. Auch in Doraks Arbeitsgruppe unterschied sich die
Allelfrequenz zwischen Respondern und Non-Respondern (15,5 % vs. 18,0 %) nicht
wesentlich.

Auch hier konnte folglich kein Zusammenhang zwischen Auftreten der CCR 5 A 32
Mutation und dem Ansprechen der Therapie bei der chronischen Hepatitis C mit
Interferon und Ribavirin festgestellt werden.

Jedoch muissten fur genauere Aussagen in Bezug auf den Therapieerfolg grofere
Patientenkollektive mit einer ausreichenden Zahl an CCR 5 A 32 Homozygoten

untersucht werden.

Studie A32+/A32+ | A32Allel- | Laborpara- | Assoziation | Patienten-
erhoht frequenz meter bei m. kollektiv
erhbht | Homozygoten | Therapie-
ansprechen
Woitas et al., . . Viruslast k. Aussage Hamophilie-
2002 erhoht patienten
Nguyen et al., . Transamin- k. Aussage Hamophilie-
1999 - asen erhoht patienten
Promrat et - Drogenab.
al., 2003 - - - - - Bluttransf.
Dorak et al., - Drogenab.
2002 - - - - - Bluttransf.
Hellier et al., k. Aussage k. Aussage verschied.
2003 - - hepatol. KH
eigene - Drogenab.
Untersuchung - - - - - Psychatrie

Tabelle 14: Studieniibersicht fiir CCR 5
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Ein weiterer Aspekt in der Untersuchung des CCR 5 Polymorphismus in Bezug auf
HCV ist, dass die Sekretion der Chemokine RANTES und MIP-1a weitgehend auf die
Portalfelder beschrankt ist und somit CCR 5 exprimierende TH 1 Zellen dorthin
migrieren [Shields et al., 1999; Bonecchi et al., 1998]. Eine Entziindungsreaktion in
den Portalfeldern ist das Uberwiegende Muster, welches sich bei einer chronischen
HCV Infektion darstellt. Die Gruppe um Hellier entdeckte eine signifikante
Assoziation zwischen -A32/-A32 Homozygoten und einer milden portalen
Entzindungsreaktion [Hellier et al., 2003]. In diesem Modell, in dem durch einen
defekten CCR 5 Rezeptor es zu einer geringeren Entziindungsreaktion in dieser
Region kommt, wéare es dann mdglich, wenn weniger Entzindungszellen in das
Pfortadergebiet rekrutiert werden, dass mehr Zellen fur die Entzindung in den
Leberlobuli zur Verfigung stehen. Eine Entziindung in den Portalfeldern steht in
diesem Modell dabei fiir eine benignere und eine lobulare Entzindung fir eine
schwerwiegendere Form der Fibrose.

In unserer Studie wurde jedoch bei nur wenigen Patienten eine Leberbiopsie

durchgefuhrt und daher kdnnen dartber keine Aussagen getroffen werden.

Ein geeignetes Modell zur Untersuchung weiterer Zusammenhange des komplexen
Chemokinsystem und ihrer Polymorphismen sind dabei die CCR 5 -/CCR 5 —
Knockout-Mause. An diesen wurde die Infektion mit dem lymphozytare
Choriomeningitis Virus (LCMV) untersucht. Das LCMV bietet eine Analogie zu HCV
hinsichtlich Beseitigung der Viren und immunvermittelter Erkrankung. Wie bei einer
HCV Infektion, kommt es zu einer Ansammlung von CCR 5 exprimierenden CD 8+ T
Zellen und Makrophagen wahrend der initalen Virusbekdmpfung und der
nachfolgenden Immunpathologie [Nansen et al., 2002]. Quantitative und qualitative

Analysen von Entzindungsgewebe an LCMV infizierten Mausen erbrachte jedoch
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keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und CCR 5 -/CCR 5 - Knockout

Mausen.

Abschlielend scheint es aufgrund unserer Ergebnisse keine Assoziation zwischen
der A 32 Deletion des CCR 5 Rezeptors und dem Verlauf der chronischen Hepatitis
C und deren Ansprechen auf die Kombinationstherapie mit Interferon und Ribavirin
zu geben. Ganz im Gegensatz zu der HIV Infektion, wo ein, zum Zelleintritt
bendtigter, defekter CCR 5 Rezeptor einen gewissen Schutz darstellt.

Dennoch sollten in Bezug auf die unterschiedlichen Aussagen der Rolle des CCR 5
A 32 Polymorphismus im Krankheitsbild und Therapie der chronischen Hepatits C in
der Literatur weitere Untersuchungen durchgefihrt werden. Dabei mussten vor allem
grolRe Patientenkollektive akquiriert werden, um eine ausreichende Zahl von A 32

CCR 5 Homozygoten untersuchen zu kénnen.
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5.2 TNF a

Der Tumor Nekrose Faktor a ist wie anfangs beschrieben ein bedeutender Mediator
in verschiedensten Prozessen des Immunsystems und hat, wie in der Einleitung
beschrieben, starken Einfluss auf die unterschliedlichsten Krankheitsverlaufe.

Die Induktion des TNF a Gens durch Virusinfektionen (z.B. Coxsackievirus, Influenza
A Virus oder Epstein-Barr-Virus) wurde in verschiedenen in vitro Modellen bewiesen

[Rubin, 1992; Henke et al., 1992; Gong et al., 1991; Gosselin et al., 1992].

Darlber hinaus wurde festgestellt, dass es auch bei chronischen Virushepatitiden zu
einer vermehrten Produktion von Tumor Nekrose Faktor a nicht nur in den Zellen des
Immunsystems, sondern ebenfalls in den Hepatozyten kommt [Gonzalez-Amaro et
al., 1994]. Diese Sekretion von TNF a durch die Hepatozyten koénnte ein
Verteidigungsprogramm der Zelle durch Aktivierung benachbarter Leukozyten und
Makrophagen sein [Becker et al.,1991]. Ferner konnte TNF a in virusbefallenen
Zellen die Apoptose induzieren, um die Ausbreitung der Infektion zu verhindern
[Shinagawa et al., 1991]. Der exakte pathogenetische Mechanismus, welcher durch
Uberschiessende  Aktivierung des Immunsystems zur Schadigung des
Leberparenchyms fuhrt, ist noch nicht genau bekannt [Lau, 1994].

Bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis C wurden von Larrea et al. (1996)
erhdohte Serumwerte von TNF a und eine gesteigerte Transkriptionsrate des TNF a
Gens in der Leber im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe gemessen.
Ebenso zeigte sich in einer anderen Arbeitsgruppe [Nelson et al., 1997], dass neben
den erhohten TNF a Werten auch vermehrt I6sliche TNF-Rezeptoren im Serum bei
HCV Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe auftraten. Weitere Studien

bestatigen die Aktivierung des TNF a Systems bei einer chronischen Infektion mit
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dem Hepatitis C Virus [Taliani et al., 2002; Kallinowski et al., 1998; Tilg et al., 1992;
Torre et al., 1994].

Desweiteren wurden jedoch bei Patienten mit chronischer Hepatitis C Korrelationen
zwischen der Hohe der TNF a Werte und Ausbildung einer Leberzirrhose [Dumoulin
et al., 2001], der Héhe der Viruslast [Larrea et al., 1996; Dumoulin et al., 2001] und
der intrahepatischen Entzindungsaktivitat (portal und periportal) [Nelson et al., 1997]
sowie der Hohe der Leberenzymwerte [Taliani et al., 2002; Nelson et al., 1997]
postuliert. Die Korrelation zwischen den Hohen der Werte von TNF a und HCV RNA
konnten jedoch von Nelson et al., 1997 nicht bestatigt werden. Ebenso erkannten
Larrea et al., 1996 keinen Zusammenhang zwischen der Entzindungsaktivitat in der

Leber und der Hohe der TNF a Expression.

Unstrittig ist jedoch, dass es zu einer Aktivierung des TNF a Systems bei Patienten
mit einer chronischen Hepatitis C kommt. Da der TNF a -308 A (TNF 2)
Polymorphismus zu einer erhdhten Transkripionsrate fuhrt [Braun et al., 1996; Wu et
McClain, 1997; Wilson et al., 1997; Kroeger et al., 1997], stellt sich die Frage nach
dem Einfluss dieses Polymorphismus auf das Auftreten, den Krankheitsverlauf und
das Therapieansprechen bei der chronischen Hepatitis C Infektion.

Die Arbeitsgruppe von T. Hohler [Hohler et al., 1998] untersuchte das Auftreten des
TNF -308 Polymorphismus bei Patienten mit chronischer Hepatitis C. Es zeigte sich
ein Auftreten der Allelfrequenz fir TNF -308 A in der Patientengruppe von 17,7 % (29
von 164) im Vergleich zu 16,2 % (32 von 198) in einer gesunden Kontrollgruppe.
Somit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden. Auch der Vergleich der Homozygotenfrequenz fir TNF -308 A

mit 4 % in der HCV Gruppe zu 6 % in der Kontrollgruppe sowie der
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Heterozygotenfrequenz mit 28 % bei Hepatitis C Patienten zu 20 % in der Kontrolle
zeigte keine signifikante Divergenz.

Auch unsere Untersuchungen unterstutzen dieses Ergebnis. 16,1 % (20 von 124) der
Patienten mit Hepatitis C wiesen das TNF a -308 A Allel auf im Vergleich zu 15,5 %
(37 von 238) in der gesunden Kontrollgruppe. Die Homozygotenfrequenz fir TNF a -
308 war mit 3 % in beiden Gruppen identisch. Ebenso war die
Heterozygotenfrequenz mit 24 % in der HCV-Gruppe zu 26 % in der Kontrollgruppe
nahezu gleich.

Es konnte somit kein unterschiedliches Auftreten des TNF a -308 A Polymorphimus
bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Virus Infektion im Vergleich zu
gesunden Probanden gefunden werden.

Dies wird ebenfalls durch die Studien von Rosen [Rosen et al., 2002] bestatigt. Das
Auftreten von TNF a -308 Polymorphismus Heterozygoten war mit 24 % und der
Homozygoten mit 2 % in der HCV und der Kontrollegruppe gleich; und entspricht

sonst den Werten unserer wie auch Hohlers Studienergebnisse.

Dennoch wird indirekt die Rolle von TNF a als proinflammatorisches Zytokin durch
eine Studie mit IL (Interleukin) 10 an HCV Patienten unterstrichen. Bei diesen
Patienten, bei denen eine Interferontherapie nicht anschlug, zeigten sich nach 12
wochiger Therapie mit IL 10 eine signifikante Reduktion von TNF a Werten und
Transaminasen im Serum sowie eine Besserung der Leberhistologie [Nelson et al.,
2000]. Ebenfalls konnten Assoziationen zwischen bestimmten Interleukin 10
Polymorphismen und dem Verlauf und Therapieausgang bei der chronischen
Hepatitis C beobachtet werden [Knapp et al., 2003]. TNF a ist ein Gegenspieler von

Interleukin 10, welches als antiinflammatorisches Zytokin angesehen werden kann.
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Desweiteren wurden bei HCV Patienten vor Therapiebeginn die TNF a Werte im
Serum gemessen und mit dem Ausgang der Therapie verglichen. Dabei ergaben sich
bei Patienten, bei welchen die Therapie ansprach, vor Therapiebeginn niedrigere
TNF a Werte im Serum, unabhangig ob eine Monotherapie mit Interferon oder eine
Kombinationstherapie mit Ribavirin durchgeflihrt wurde [Larrea et al., 1996; Neuman
et al., 2001].

Diese Beobachtungen werfen somit die Frage auf, ob TNF a Polymorphismen nicht

auch eine Auswirkung auf den Therapieverlauf bei HCV Patienten haben kdnnten.

Daher haben wir in unserer Untersuchung das Auftreten des TNF a -308 A
Polymorphismus mit dem Anschlagen der Therapie mit Interferon a und Ribavirin
nach 6 Monaten bei unseren HCV Patienten korreliert.

Es zeigte sich jedoch, dass unter den Tragern des -308 A Allels die Zahl der
Responder mit denen der Nonrespondern identisch waren. Somit gibt es keinen
Anhalt fir einen EinfluR des TNF a -308 A Polymorphismus auf den Verlauf der
Therapie mit Interferon und Ribavirin.

Ebenso zeigte sich in den Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Yee [Yee et al.,
2001] keine Assoziation zwischen dem TNF a -308 A Polymorphismus und dem
Anschlagen der HCV Therapie. Dort hatten 9 % der Responder und 17% der
Nonresponder das -308 A Allel. Ferner stehen unsere Befunde im Einklang mit den
Beobachtungen von Rosen [Rosen et al., 2002]. Er berichtet von einem Vorkommen
des TNF -308 A Allels bei Respondern und Nonrespondern von 26 %. Auch hier
zeigte sich bei weiterer Unterteilung keine Assoziation zwischen Virus Genotyp und

Polymorphismus.
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Folglich ist es nach der derzeitigen Datenlage unwahrscheinlich, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem Therapieausgang bei der chronischen Hepatitis C

und dem TNF a -308 A Polymorphismus gibt.

Studie TNF a -308 AA | TNF a-308 A Assoziation TNF a-238 A
erhéht Allelfrequenz mit Therapie- Allelfrequenz
erhoht ansprechen erhoht
Hohler et al., k. Aussage .
1998 - -
Rosen et al.,
+
2002 - - -
Y t al
ee e a. k. Aussage
2001 - - -
eigene k. Aussage
Untersuchung - - -

Tabelle 15: Studieniibersicht fiir TNF a

Dem gegenuber steht der TNF a -238 Polymorphismus. Héhler [Hohler et al., 1998]
fand, dass die Frequenz des TNF a -238 A Allels signifikant héher in der Gruppe mit
chronischer Hepatitis C (18,7 %) war als in der Kontrollgruppe (3,5 %). Somit kdnnte
dieser Polymorphismus als ein Faktor zur Ausbildung einer chronisch aktiven
Hepatitis C mitwirken.

Auch Rosen [Rosen et al., 2002] untersuchte das TNF -238 A Allel und seine
Auswirkungen auf die Hepatitis C Therapie. Er entdeckte ebenfalls eine Trend zu
einer hdheren Frequenz (12 % vs. 4 %) des TNF a -238 A Allels unter HCV
infizierten Patienten. Dieses war jedoch nicht signifikant.

In den beiden Studien von Rosen und Hoéhler zeigte sich allerdings keine Assoziation

zwischen dem TNF a -238 Polymorphismus und dem Therapieverlauf der HCV
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infizierten Patienten. Ebenfalls konnte kein Zusammenhang zwischen diesem oder
dem TNF a -308 Polymorphismus und dem histologischen Schweregrad der Infektion

gemacht werden.

Daruber hinaus scheinen jedoch andere Gene, z. B. fur den Transforming Growth
Factor (TGF) B, eine Verbindung zur Entwicklung einer chronischen Hepatitis C und
Resistenz gegenuber der kombinierten antiviralen Therapie aufzuweisen [Tokushige

et al., 2003; Vidigal et al., 2002].

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass der TNF a -308 A Polymorphismus
weder einen Einfluss auf die Ausbildung einer chronischen Hepatitis C, noch auf den
Verlauf und Ausgang der Kombinationstherapie mittels Interferon und Ribavirin zu
haben scheint. Um jedoch eine definitive Aussage dariber zu machen, missen
Untersuchungen mit viel groReren Patientenzahlen durchgeflihrt werden. Nur so

konnen Schlussfolgerungen tber die TNF a -308 A Homozygoten getroffen werden.
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6. Zusammenfassung

Die Infektion mit dem weltweit vorkommenden Hepatitis C Virus fuhrt in Gber 90 %
der Falle zu einer chronischen Hepatitis. Diese kann zu einer Leberzirrhose und
einem hepatozellularen Karzinom fuhren. Der dabei leberzellschadigende,
pathogenetische Mechanismus ist nur unzureichend untersucht. Bestimmte Faktoren
wie z.B. Alter, Geschlecht und Alkoholkonsum scheinen einen Einfluss auf den
Verlauf der Infektion zu haben. Ebenso wirken auf das Ansprechen der Therapie
andere Faktoren, wie z.B. der Virus-Genotyp, ein. Jedoch ist Uber die Auswirkungen
des Immunsystems mit seinen genetischen Varianten auf den Krankheits- und

Therapieverlauf bisher wenig bekannt.

In den vorliegenden Untersuchungen sollten der A 32 CCR 5 und der TNF a -308
Polymorphismus mit dem Auftreten bei einer chronischen Hepatitis C und dem

Ansprechen auf die Therapie korreliert werden:

Der A 32 CCR 5 Polymorphismus, welcher einen Einfluss auf die Infektion mit
bestimmten HIV 1 Stdmmen hat, zeigte in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation
mit der chronischen Hepatitis C Infektion. Ebenso fanden wir keinen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten des A 32 CCR 5 Allels und dem Ansprechen auf die
Kombinationstherapie mit Interferon—a-2a und Ribavirin.

In der Literatur finden sich zum Teil Studien, welche ein hoheres Auftreten des A 32
CCR 5 Allels bei Hamophiliepatienten postulieren, welche aufgrund einer
Blutibertragung mit dem Hepatitis C Virus infiziert waren. Bei genauerer Analyse
scheint dies jedoch eher eine Selektion aufgrund einer Resistenz gegenuber HIV bei

HCV pos./HIV neg. Patienten mit Hidmophilie wiederzuspiegeln.
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Demgegenuber bestatigen andere Arbeitsgruppen, die nicht nur Hamophiliepatienten
untersuchten, unsere Ergebnisse. Ebenso wurde betreffend der Assoziation des A
32 CCR 5 Polymorphismus und dem Ansprechen der HCV Therapie in

unterschiedlichen Studien auch kein Zusammenhang festgestellt.

Bei dem untersuchten funktionell relevanten TNF a -308 Polymorphismus zeigte sich
in der vorliegenden Studie ebenfalls kein verandertes Auftreten bei HCV infizierten
Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Wiederum konnten wir
keine Assoziation zwischen diesem Polymorphismus und dem Therapieausgang der
chronischen Hepatits C herstellen.

Diese beiden Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von anderen

Forschungsgruppen.

Zusammenfassend ist es nach den Resultaten dieser Studie und der derzeitigen
Datenlage unwahrscheinlich, dass eine Assoziation zwischen dem Auftreten der
beiden Polymorphismen, A32 CCR 5 und TNF -308, und der chronischen Hepatitis C
Infektion bzw. deren Ansprechen auf die Therapie mit Interferon — a-2a und Ribavirin
existiert. Demgegenuber stehend scheinen jedoch andere Polymorphismen von
immunologisch relevanten Genen, wie z.B. Transforming Growth Factor (TGF) ,
eine Auswirkung auf den Krankheitsverlauf und den Therapieausgang der
chronischen Hepatits C zu haben. Daher sollten weitere, insbesondere auch Uber
genetische Assoziationsstudien hinausgehende Untersuchungen vorgenommen
werden, um die genauen pathogenetischen Vorgange des Immunsystems im Laufe
einer chronischen HCV Infektion zu analysieren. Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte
dann vielleicht der langfristige klinische Erfolg der Hepatitistherapie durch neue,

spezifischere, also auf den genetischen Hintergrund der Patienten abgestimmte
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Medikamente verbessert werden. Ebenso kénnten basierend auf diesem Hintergrund
die Therapiedauer und die kummulative Medikamentendosis individuell bestimmt

werden.
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