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1 Einleitung

Chronische Leberschadigungen viraler, toxischetabwischer und genetischer Ursa-
che fuhren zur Leberfibrogenese. Die Hepatitisnfektion und Fettlebererkrankungen

gehoéren zu den wichtigen Ursachen eines chronis¢bdaufes der Lebererkrankung.

1.1  Chronische Hepatitis nach Hepatitis C-Infektion

80-90% aller Hepatitis C-Infektionen verlaufen afiszh. Ein Drittel der chronischen
Hepatitiden fuhren nach ca. 20-25 Jahren zu eimdreizirrhose, die dann haufig in

einem hepatozellularen Carzinom (HCC) mundet.

1.1.1 Beschreibung des Hepatitis C-Virus

Das Erbmaterial des Hepatitis C-Virus (HCV) konetstmalig im Jahre 1989 mit Hilfe
gentechnischer Methoden nachgewiesen werden [$5ktEein 45nm grol3es, behilltes
RNA-Virus aus der Familie der Flaviviren. Das HC\REelstrang-Genom besteht aus
ca. 9600 Nukleotiden. Das HCV ist aus drei Stryktoteinen, dem Kapsidprotein (Co-
re) und zwei Hullproteinen (E1, E2) aufgebaut. Dmere besitzt es weitere Nicht-
Strukturproteine [80]. Die Variabilitat des HCV igh Vergleich zu anderen ein-
zelstrangigen RNA-Viren verhaltnismalig hoch. DaSWHwird in sechs Genotypen
unterteilt, wobei 65-72% der Nukleotide einer Gregpmolog sein missen [94-96].
Diese Genotypen werden noch in 30 weitere Subtypeergliedert (z.B. 1a, 1b, 1c).

Der Mensch ist der einzige natirliche Wirt des ¥iru

HCV Viral Components

Envelope
(E1 and E2)
protein complex

Nucleoccapsid RMA
{core) protein genome

Abb. 1: Das Hepatitis C-Virus besteht aus einem NukleoklafSore) und einer Lipidhlle, mit den
Proteinkomplexen an der Membran verankert (Ubernemwonwww.meds.com



1.1.2 Epidemiologie der chronischen Hepatitis C

Mit dem Hepatitis C-Virus sind weltweit 170 Milli@m Menschen chronisch infiziert
[56]. Dies entspricht einer globalen Infektionsrate ca. drei Prozent.

Die Pravalenz variiert allerdings zwischen den Kuariten. In Afrika, dem &stlichen
Mittelmeerraum und dem Westpazifik ist sie sigrafik hoher als in Europa und Nord-
amerika. Schatzungen fur Europa gehen von dreabisinf Millionen HCV-infizierten
Personen aus.

In Deutschland betragt die Durchseuchungsrate 0Be4ogen auf die Gesamtbevolke-
rung entspricht dies ca. 275 000 Virustragern [89].

Zudem ergeben sich grol3e Differenzen in der HC\W«tednz des Untersuchungsklien-
tels. Eine hohe Préavalenz des HCV findet man abBer.v.-Drogenabhangigen auch
bei Dialysepatienten, Transplantierten und beidPétin, die vor 1991 polytransfundiert
wurden.

In Westeuropa, Sud- und Nordamerika sind die Geraotyl bis 3 weit verbreitet, wéh-
rend in Nord- und Zentralafrika Genotyp 4 und inailénd und Vietham Genotyp 6
dominant sind.

Bei den verschiedenen Geno- und Subtypen findét rscht nur eine bestimmte geo-
graphische Verteilung. Bestimmte Subtypen sind gihé einigen Risikogruppen an-
zutreffen. So findet man vermehrt Genotyp 3a heibDrogenabhangigen [68].

Tabelle 1: Pravalenz der Hepatitis C-Infektion

Hepatitis-C-Virus Pravalenz (Quelle: Weekly Epidemiological Record, Nr. 49

(1999), WHO)

WHO Region Gesamt- Hepatits-C-  Infizierte 1ahl der Staaten
population Privalenz Population  (WHO-Req)),
(Millionen) (Rate %) (Millionen)  in denen keine

Daten vorlagen

Afrika 602 53 ng 12

Amerika 785 11 131 1

Ostlicher Mittelmeerraum 466 46 213 1

Europa 858 1,03 89 19

Siidostasien 1500 215 323 3

Westpazifikregion 1600 38 62,2 11

Total 5811 | 169, 57



1.1.3 Transmission des HCV

Die Frage der Transmissionswege ist bis heute nattt endgiltig geklart. Sicher sind
aber der parenterale Weg, sowie der Weg Uber ditgdhsfusion.

Die meisten Hepatitis C-Infektionen verlaufen aeildch und fihren zu einem chroni-
schen Carrierstatus ohne das Bild einer akuten tiisg&]. Auch wenn Patienten sero-
logisch und histologisch das Bild einer akuten Higisantwickeln, fehlt meist der Ikte-

rus. Daher ist es oft schwer, sowohl den Infektiats als auch den Infektionszeitpunkt
festzustellen.

Es ist bis heute nicht eindeutig geklart, wie haoes Risiko einer sexuellen Ubertra-
gung von HCV ist. In groReren Studienkollektivenrden von Ubertragungsraten von
1 bis 3% bei heterosexuellen Paaren in monogameieBeng berichtet [82]. In einer

kanadischen Kohortenstudie mit homosexuellen Manmarrde festgestellt, dass bei
gleichgeschlechtlichen Sexualkontakten das Ubarirgsyisiko erhoht ist [56]. Das

Risiko einer Ubertragung ist jedoch kleiner alaélepatitis B-Virus.

Die Infektionsrate einer perinatalen HCV-Transnuasauf das Kind liegt durchschnitt-
lich bei ca. funf Prozent und steigt bei hohereraxiie der Mutter. Bis heute konnte
keine HCV-Ubertragung durch die Muttermilch dokuriemn werden [106].

1.1.4 KiIinik, Diagnostik und Therapie der chronisclen HCV-Infektion

Da sowohl klinisch, enzymserologisch als auch lagisch meist die Zeichen einer
akuten HCV-Infektion fehlen, wird eine chronisch€WInfektion oft erst nach Jahren
als Zufallsbefund entdeckt. Bei Patienten mit eickronischen Hepatitis C-Infektion
entwickelt sich in ca. 30% der Falle eine Zirrhpgk, 60, 109], die dann in ein hepato-
zellulares Karzinom tbergehen kann [60, 65, 66, 81]

Die Inkubationszeit einer HCV-Infektion liegt zwisn zwei und 24 Wochen. In der
Regel vergehen ca. 6-9 Wochen, bevor eine Infektamihgewiesen werden kann.
Erh6hte Transaminasen (GOT, GPT) und Gamma-GluteangferaseytGT) kdnnen
einen Hinweis auf eine chronische HCV-Infektion gebBei Verdacht kommen drei
Tests zur Anwendung. Der HCV-ELISA ist ein sengiti®ichtungstest, womit die An-

tikbrper gegen das HCV nachgewiesen werden.



Ein positives HCV-ELISA-Ergebnis wird mit einer gifeschen Methode, wie z.B. dem
Immunoblot, bestatigt. Sowohl die ELISA als auch bemunoblot kobnnen nicht zwi-
schen einer frischen, einer chronischer oder emsgeheilten HCV-Infektion unter-
scheiden. Zudem setzt die Antikdrperbildung fribest4-6 Wochen nach der Infektion
ein [57]. Mittels PCR kann Virus-RNA direkt im Senunachgewiesen werden. Die
Infektion kann durch die PCR bereits nachgewieserden, bevor Antikdrper gegen
das Virus gebildet wurden [57, 58].

Eine Indikation zur Therapie einer chronischen HigpaC-Infektion besteht bei Patien-
ten, die positiv fir HCV-RNA sind und eine histoleche und/oder biochemische Ent-
zundungsaktivitat oder eine signifikante Fibrosngraufzeigen. Bei Patienten mit posi-
tivem HCV-Test, die extrahepatische Komplikationete symptomatische Kryoglobu-
linamie, Glomerulonephritis oder Vaskulitis zeigest,eine Therapie ebenfalls indiziert.
Wenig erfolgversprechend ist eine Therapie beieRtgn, die neben positiver HCV-
RNA normale Transaminasen und histologisch fehlekai¢ziindungsaktivitdt und
Fibrosierung zeigen (zusammengefasst von Dollinggif25].

Primares Ziel der antiviralen Therapie ist die Ehation des HCV und die Ausheilung
der chronischen Hepatitis, um die Krankheitsprogiogszu verhindern. Weitere Ziele
sind die Behandlung von extrahepatischen Manifiestan, die Beseitigung der Infekti-
dsitat, sowie eine Verbesserung der Lebensqualitat.

Das Behandlungsschema der chronischen Hepatiss €ine Kombinationstherapie aus
PEG-Interferon und Ribavarin. Bei Genotyp 1 erfalgt Therapie Uber 48 Wochen, bei
Genotyp 2 und 3 tber 24 Wochen [25].

Pegylierte Interferone bestehen aus rekombinamgelsezlltem Interferon—alpha, das an
Polyethylenglykol gekoppelt ist. Dadurch werdeneewerlangerte Halbwertzeit und
eine erhbhte Substanzstabilitat erreicht. Die Caampk kann verbessert werden, indem

PEG-IFN nur ein Mal pro Woche gegeben wird [6].

1.1.5 Histopathologie der chronischen Hepatitis C

Die Leberbiopsie ist die wesentliche MalRnhahme indilggnostischen Abklarung einer
chronischen Hepatitis C. Sie gilt daher als Golu$éad zur Evaluierung des Fort-
schritts der Erkrankung [87, 88].



Obwohl die histopathologische Untersuchung von earentlich hoher Relevanz ist,
ist sie aufgrund von technischen Méangeln und demcegantitativen Aussage der Ein-
stufung des Entziindungsgrades (Grading) und deogebtufe (Staging) auch limitiert.

Das Fibrose-Staging beschreibt das Ausmal? der Uvrobgénge in der Leber durch die
Bewertung von Fibrose und die Zerstorung der Aettiitr (Ishak 1995). Sie wird in

einem nach Desmet verdnderten, diagnostischen &sigehalten [87, 88].

Hierbei wird die Zerstérung in vier Stufen eingtés1-S4) (vgl. Abb. 2):

In Stadium 1 findet man eine geringe Fibrose masahbliel3lich portaler Faservermeh-
rung.

In Stadium 2 ist die Fibrose méaRig und man findeé gortale Faservermehrung mit
zarten und zum Teil inkompletten Septen.

Das Stadium 3 ist erkennbar durch schwergradigeo&&mit portaler Faservermeh-
rung, kompletter Septenbildung und Architekturzanshg.

Schlief3lich findet man in Stadium 4 eine kompl&itehose (vgl. Abb.2) [87, 88].

Abb. 2: Fibrosestadium S1-S4 bei chronischer Hepatitisi€ lfgstologische Bilder wurden
freundlicherweise von Fr. Dr. Uta Drebber zur Veriig gestellt)



Die Histologie der chronischen Hepatitis C ist guafurch Fettablagerungen in unter-
schiedlichem Ausmald gekennzeichnet. Die Steatesit@ber ist dabei bei Infektionen
des HCV-Genotyps 3 am starksten [42].

1.2  Die Entstehung einer chronischen Hepatitis beélicht-Alkoholischen Fettle-

bererkrankungen

Die Nicht-Alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLI®t die haufigste Lebererkran-
kung in den westlichen Industrienationen. Sie ise estoffwechselbedingte Leberer-
krankung, die haufig im Zusammenhang mit Ubergetictd dem metabolischen Syn-
drom auftritt. Bei steigender Pravalenz sind dereai 20% der Allgemeinbevolkerung

betroffen (zusammengefasst von Dancygier, H)[19].

1.2.1 Epidemiologie der NAFLD

Die Pravalenz der NAFLD in der Bevoélkerung wird &P geschéatzt. Sie geht in 2-
3% der Falle in eine Steatohepatitis tber (NASH)c&5-10% der Ubergewichtigen
(BMI > 25) und 20% der adipdsen (BMI30) Menschen sollen ein NASH aufweisen.
Die haufigste Ursache fur ein NAFLD in den westlinhLandern ist das metabolische
Syndrom [5].

1.2.2 Risikofaktoren der NAFLD

Die Ursachen einer NAFLD kdnnen vielfaltig sein.dan meisten Fallen weisen die
Patienten eine Fettstoffwechselstérung, Ubergewielmten Hypertonus, haufig auch
eine Diabetes mellitus Typ 2 oder eine Insulintesis auf.

Auch Medikamente kdnnen eine Rolle bei der Entwingl einer NASH spielen. Be-
sonders sind das Antiarrhytmikum Amiodaron und Gkartikoide zu erwéhnen. In

Einzelfallen wurden auch Antibiotika in Zusammentpanit der Entwicklung einer

NASH gebracht.

Andere Ursachen einer NASH kénnen die operativekifegung des Dinndarms, eine

Gastroplastik und selten angeborene Stoffwechgalekkingen sein.



Tabelle 2: Ursachen einer nicht-alkoholischen Steahepatitis (ibernommen von Dancygier, H)[39]

abdominale Adipositas Amiodaron |
Triglyzeride>150 mg/dl Glucocorticoide
erniedrigte HDL Tamoxifen
RR> 130/85 mm Hg Nifedipin
Nuchtern-Blutzucker110mg/dl Chloroquin

Synthetische Ostrogene

Diabetes mellitus Typ 2 Morbus Wilson |
Magen-Darm-chirurgische Eingriffe Weber-Christian-Krankheit
Jejunoilealer Bypass PA-Lipoproteinamie
Ausgedehnte Dinndarmresektion Lipodystrophie
Pankreatiko-Duodenektomie GliedmaRendystrophie
Gastroplastik

1.2.3 Klinik und Diagnostik der NAFLD

Die meisten Patienten mit einer NAFLD weisen kedyenptome auf. Einige Patienten
berichten jedoch Uber Mattigkeit und Druckschmettgiieeit im rechten Oberbauch.

Die Patienten fallen meist im Rahmen einer Routitersuchung durch eine Erhéhung
der Leberwerte auf. Die Transaminasen sind ofhtdxts maRig erhoht.

Im Gegensatz zur ASH (Alkoholische Steatohepatisisilie Erhdhung der GPT grol3er
als die der GOT [4, 29, 76]. So ist der GOT/GPT-t@ard bei NASH Kleiner als 1, bei
der ASH dagegen gréRRer 1 [4, 24, 35, 74].

Zusétzlich finden sich nicht selten eine mittelggabis stark erhohtg-GT und eine
Erh6hung der alkalischen Phosphatase.

Eine alkoholische von einer nicht-alkoholischentlEbererkrankung zu unterscheiden
ist schwierig, weil sich die histologischen Léasiongei NASH und bei alkoholischer
Hepatitis gleichen. Daher ist eine ausfuhrliche Anase des Alkoholkonsums von
grof3er Bedeutung.

Hierbei kann die Ultraschalluntersuchung den Ventlawf eine Leberverfettung be-
starken. Die Leber lasst sich oft vergroRRert uritbeicher als normal darstellen [77].
Durch eine Leberpunktion kann in der histologischémtersuchung der prozentuale
Anteil der verfetteten Hepatozyten und der Grad Klbrosierung festgestellt werden.



Die Leberpunktion ist bis heute die einzige Methadwe die Progredienz einer Fibrose,

und den Ubergang zu einer Zirrhose feststellendrunén [51].

1.2.4 Therapie der NAFLD

Handelt es sich nur um eine Leberverfettung ohmeliexliche Komponente und Fibro-
se, ist eine Therapie im Regelfall nicht notwendigi Ubergewicht, erhohtem Blutzu-
cker und erhéhtem Triglyceridspiegel sind MaflRnahmediziert, um diese Risikofakto-

ren fur eine Progredienz auszuschalten.

Die Grundlage der Behandlung bei den meisten Ratiast die Beeinflussung des me-
tabolischen Syndroms. Eine langsame Gewichtsremtukkorperliche Bewegung und
die Einstellung des Blutzuckers gehdren zur Therapi

Eine zuverlassige pharmakologische Therapie stgtZeit nicht zu Verfigung.

1.25 Die Pathophysiologie von NAFLD

Die genaue Pathogenese der NAFLD ist ungeklartuwiaes in einigen Fallen nur zur
Fettleber kommt, und in anderen Féllen fibrotisahd nekroinflammatorischen Verén-
derungen entstehen, ist nicht bekannt.

Viele Faktoren wie Insulinresistenz, Leberzellvdtieg, Endotoxine, proinflammatori-
sche Zytokine, oxidativer Stress und genetischddfa@k kdnnen zur Progression der
NAFLD in eine NASH beitragen.

Nach der ,two hit hypothese” kann die Leberzelletting als erster Schlag auf dem
Wege zu NASH aufgefasst werden [20]. Nach Day .e¢r&oht die Leberzellverfettung
die Empfindlichkeit gegentber Mechanismen, die dekroinflammatorischen Vor-
gang auslosen und unterhalten (,zweiter Schlagid)di&sen zahlen vor allem Endoto-
xine, oxidative Stress und genetische Faktoreng&369, 79, 85].

Die im Rahmen der Steatosis frei anfallenden Fetésd die durch die Lipolyse freige-
setzt werden, verstarken die Lipidperoxidation. §emerieren ROS (reaktive Sauer-
stoffspezies), fihren zu einer erhéhten Freisetdasginflammatorischen Faktors TNF-
a und schadigen die Mitochondrien. Nekroinflammatcine und apoptotische Prozesse

werden somit initiilert und unterhalten [30].



Zudem kommen strukturelle Veradnderungen der Mitadnen bei Patienten mit
NASH vor. Diese fihren zu einer gestérten ATP-Sga#) die ebenfalls an der hepato-
zellularen Schadigung beteiligt ist [72, 73, 85].

Neben der Lipidoxidation, dem hepatozellularen tydaag bewirkt die vermehrte Frei-
setzung von Endotoxinen eine zusatzliche Sekretionproinflammatorischen Zytoki-
nen durch Kupffer-Zellen und von infiltrierendentEindungszellen, wie TNFE Inter-
leukin 6 und Interleukin 12. Die proinflammatoriechZytokine generieren ebenfalls
ROS, die zu oxidativem Stress der Hepatozyten ddiePeroxidation von Membranli-
piden und zur DNA-Schadigung flhrt.

Die entzuindlichen Mediatoren und die Zwischenproeutter ROS stimulieren aber
auch die Hepatischen Sternzellen (HSC), die durehMthtrixproduktion und ein ver-

andertes Wachstumsfaktoren-Sekretionsprofil diedgienese unterhalten [33].

1.3 Mechanismen der Fibrogenese in der chronischétepatitis

Im Rahmen der Leberfibrogenese kommt es zur Veramghund Umverteilung des
Leberbindegewebes. Dabei entsteht ein verschob@teshgewicht zwischen einer
vermehrten Bindegewebsproduktion und einem vermmiadeAbbau. Der Anteil des
extrazellularen Bindegewebes kann in der fibroescheber um das Achtfache anstei-
gen [37, 90]. Dieser fibrotische Prozel} ist aufgrder in 1.2.5 beschriebenen Vorgan-
ge mit der Proliferation und Aktivierung der hepaltien Sternzellen (HSC) verbunden,
indem die Transformation von ruhenden HSC zu Myofiast-ahnlichen Zellen initi-
iert wird. Die HSC zeigen somit eine qualitativ &ederte und eine gesteigerte Synthese
von extrazellularer Matrix (EZM) und exprimierent@kine und Zelloberflachenrezep-
toren, die den fibrotischen Prozel3 beglnstigen.

Die myofibroblastischen Zellen werden als Hauptpemhten von EZM gesehen, aber
auch glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Fibrotl@asund Gallengangsepithelien sind
an der EZM-Synthese beteiligt.

Mehrere Zytokine wie TGB1, TNF«, IFN-y und PDGF sowie weniger potente Zyto-
kine wie TGFe, IGF-1, Acetaldehyd und Metabolite der Lipidpeation sind an dem

veranderten Matrixstoffwechsel von HSC beteiligt.



Besonders TGPBL spielt eine grol3e Rolle bei der Entstehung dbrose. Es konnte
gezeigt werden, dass TG@H-mit dem Grad der Fibrose und dem Kollagen Tymdi-p
tiv korreliert [3, 11, 18, 52, 63].

Neuere Erkentnisse zeigten, dass auch der Leptmlsigg die Fibrogenese beeinflusst
[47, 48].

131 Fibrogene Signale durch den Leptin-Rezeptor

Leptin ist ein 167 Aminosauren-grof3es Protein. Bimktion des Leptins ist es,die
Masse von Fettgewebe und Koérpergewicht zu regulidreptin vermindert den Drang
zur Nahrungsaufnahme und erhdht den Energieumsiath ¢Hypothalamus-vermittelte
Effekte [91].

Zusatzlich hat das Leptin Wirkungen auf die Angiogee, die Hamatopoese und den
Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel. Auch Wirkungamf Reproduktionsorgane, das
Immunsystem und das Herz-Kreislaufsystem wurdewchresben [10, 31, 34, 46, 67,
104].

Die Adipozyten sind die Hauptquelle der Leptinsysih und -sekretion. Daneben kann
Leptin in der Plazenta, in der Skelettmuskulatud utm Magen synthetisiert werden [1].
Die Sekretion von Leptin wird im Rahmen von Fettdudurch Insulin, TNFe, und
Glucocorticoide induziert. Durch beta-adrenergeflEgse wie Fasten oder durch Thia-
zolidindione kann die Expression negativ reguligerden [1]. Bei fehlendem Leptin,
wie es im Mausmodell mit ob/ob-Mutation der Fat|] isommt es zu Fettsucht, metabo-

lischen Komplikationen und Insulinresistenz [12].

1.3.2 Der Leptinrezeptor

Der Leptinrezeptor ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase einer extrazellularen Hormon-
bindungsstelle, einer Transmembrandoméane, und phsphorylierbaren intrazellula-
ren Domane.

Der Leptinrezeptor ist bei Menschen in 1p31-Chroonokodiert und hat mindestens
sechs Isoformen (obRa bis obRf). Die Isoformen gli®&d und obRf sind membran-
standige Rezeptoren, wahrend obRe nicht membrathigt&ondern im Blut frei I6slich

vorkommit.
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Es wird zwischen einen langen Isoform (obRb) migkr intracellularer Domane (306
Aminosauren) und kurzen Isoformen (obRa, obRc, ohRd obRf) mit kurzen intra-
zellularen Doménen (32-40 Aminosauren) unterscimeBée l6sliche Leptin-Rezeptor-
Isoform (obRe) besitzt keine direkte Rolle bei @ggnaltransduktion, sondern puffert
den Leptinanteil im Blut [45]

Ublicherweise wird die lange obRb-Isoform als dségpalisierende” Isoform angese-
hen (vgl. Abb.3). Kurze Rezeptorformen, die UbeirallKorper, besonders in der Lun-
ge, der Niere und im Plexus choroideus exprimiegtden, sind auch in der Lage, di-
vergente Signale zu senden [7, 50, 64].

Fur die Signaltubermittlung ist es notwendig, dams Lleeptinrezeptoren dimerisieren.
Dabei bildet sich ein tetramerer Komplex von Reaepihd Ligand [23]. Die Bindung
von Leptin fuhrt zu einer Konformationsanderung gdesamten Rezeptors und zur An-
lagerung der Januskinase (JAK). Dadurch kommt eg\ktivierung von Phosphorylie-
rungsreaktionen, wodurch die STAT-Transkriptionsbaén aktiviert werden. Die akti-
vierte STAT1 und STAT3 wandern in dimerisierter fRoin den Zellkern und regulie-

ren die Transkription bestimmter Effektorproteine.

CHR1 Abb. 3: Schematische Darstellung des Leptin-
: signalweges: der Leptinrezeptor ist ein trans-
FN Il D membraner Multidocking-Rezeptor, der ver-
schiedene intrazelluldre Signalwege |eitet

(Ubernommen von Peelman et al. 2006 [71]).

Nucleus
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1.3.3 Die Rolle des Leptin-Signalweges bei der Letierose

Die Leberfibrose gehort zu den Krankheiten, diechureptin beeinflusst wird [47, 48].
Es konnte gezeigt werden, dass Leptin die Funldiaoes profibrogenen Zytokines be-
sitzt. Eine erhdhte Fibrose und Expression von &llagen Typl wurde beobachtet,
wenn Ratten Leptin injiziert wurde, die mit Tetrlorkohlenstoff behandelt worden
waren, um einen akuten bzw. chronischen Intoxikaschaden der Leber zu erzeugen
[47].

Sowohl eine Erhéhung von TGFals wichtigster fibrogener Mediator, als auch wen
Smooth-Muscle-Actin als myofibroblastischer Markennte festgestellt werden.
Sinusoidale Endothelzellen und Kupfferzellen wurddés Hauptzielzellen fur die pro-
fibrogene Wirkung von Leptin in der Leber identiéa [48].

Beide Zellen exprimieren funktionelle obRb-Rezeptound reagieren auf Leptin mit
der Aktivierung des STAT-Signalweges und mit dekr§gon von TGFB.

In der Leber wird Leptin von HSC produziert. Dudile parakrine Leptin-Stimulierung
der TGF-3-Synthese tragt der Leptin-Signalweg ziorogenese bei. Allerdings konnte
keine autokrine Wirkung von Leptin auf die HSC @estellt werden, da sie nur die

kurze Form von Leptinrezeptor obRa besitzen [47].

1.4  Genetische Polymorphismen im Leptin- und im Lejinrezeptor-Gen

Im Gen des Leptinrezeptors sind drei Polymorphisiekannt. Neben dem Q223R-
Polymorphismus, in dem an Position 223 ein Gluta(@i oder ein Arginin (R) vor-

kommen, wurde auch ein K656N-Polymorphismus entidatde einen Austausch von
Lysin gegen Asparagin am Codon 656 zeigt. Der Aissfla von Lysin gegen Arginin
wurde an Position 109 beobachtet (K109R). Aul3ertiedet man am Codon 343 eine
,silent*-TC-Basentausch und am Codon 1019 ein pfl€&SA-Austausch.

Am Leptingen findet man den Polymorphismus: LEP 2GALEP-2548G>A).

1.4.1 Das Auftreten der Q223R-Mutation

Die Haufigkeit des Q223R-Polymorphismus wurde inAt8keln beschrieben [16, 21,
22, 27, 28, 36, 53, 59, 61, 62, 78, 83, 93, 98, 103, 105, 110] und von Parachcini et
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al. in einer Studie zusammenfassend ausgewertgtPr® Haufigkeit des 223R-Allels
variierte signifikant zwischen den Landern und @gmischen Gruppen. Besonders in
Asien war die Haufigkeit des 223R-Allels signifikambher als in anderen ethnischen
Gruppen. In dem kaukasischen Probandenkollektivdaa 223R-Allel mit einer Hau-
figkeit von 0,45 auf. Im asiatischen Kollektiv kadas 223R-Allel mit einer Haufigkeit
von 0,85 vor [28, 53, 61].

Abb. 4: Schematischer Darstellung des Leptinreceptorsnoemmem aus Thung Ming Fong et al.[32])

< extracellular > < frans- > < intracellular >

membrane
M CLT(: AN M onon 8 é‘
o— —0 1
i — /M
3 1 &—==8 O
GIn223Arg silent TC Ly3656Asn silent GA
change change
(343) (1019)

Mehrere Studien belegen einen Zusammenhang zwistienAuftreten des Q223R-
Polymorphismus und dem Auftreten von Hypertonigletes mellitus, Lymphom- und
Mammakarzinomerkrankungen [83, 84, 97, 107].

In einer Studie von Rosmond et al. wurden die Polphismen K109R, Q223R und
K656N in Beziehung zu dem systolischen und diastolis@letdruck gesetzt [83]. Im
Vergleich zu Lys109 (109KK) zeigte sich bei Patemtmit homozygotem Argl09
(109RR) sowohl ein niedrigerer Body-Mass-Index (BMils auch einen niedrigerer
Blutdruck.

Auch bei Patienten mit dem Arg223-homozygotem Ggm@23RR war der Blutdruck
im Vergleich zu dem homozygoten GIn223 erniedrigt.

Der homozygote Lys109-Status (109KK) sowie der hoygote GIn223 (223QQ)-
Status des Leptinrezeptors begunstigte ebenfal&distehung eines Diabetes mellitus
Typ 2 [84].
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In der Studie von Snoussi et al. wurden die Leptumd Leptinrezeptor-
Polymorphismen auf ihre Assoziation zum Mammakanzinbzw. zur Prognose des
Mammakarzinoms geprtift [97]. Hierbei wurde ein gigant erhéhtes Risiko fur das
Mammakarzinom beim hetero- und homozygoten Auftretes 223QR- bzw. 223RR-
Genotyp des Leptinrezeptorgens gefunden.

Zude korreliert zum einen die Tumorgrof3e mit denfitrdten des Q-Allels des Leptins
und zum anderen die Uberlebensrate mit dem 223&sAtles Q223R-Locus des Lep-
tinrezeptors.

Auch bei Patienten mit einem Non-Hodgkin-LymphonH(lY wurde ein Zusammen-
hang zwischen den Polymorphismen des Leptins uad_dptinrezeptors und dem Ri-

siko einer follikularen Lymphom-Erkrankung diskuti§l07].
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2 Aufgabenstellung

Das Gen des Leptinrezeptors liegt innerhalb desi@bsomenlokus 1p31. Ein Punkt-
mutationspolymorphismus fuhrt zu einem Aminosauseausch Glutamin [Q] zu Argi-
nin [R] an Position 223, der moglicherweise miteginerhdohten Risiko der Insulinresis-
tenz und der Fettsucht assoziiert ist. Uber diewhksing des Polymorphismus auf die
profibrogenen Signalwege des Leptins bei chronischierotischen Lebererkrankungen
liegen bislang keine Studien vor.

In der vorgelegten Arbeit sollte der genetischeyolrphismus Q223R im Gen des
Leptinrezeptors als mdoglicher beeinflussender Fakio die Progression der Leber-
schadigung bei chronischen Lebererkrankungen wuetsverden.

Fur die Studien stand ein DNA-Probenkontingent Yerfiigung, das aus formalin-
fixierten, paraffin-eingebettenten Biopsien isdliaorden war und von Patienten mit
chronischer Hepatitis C, mit nichtalkoholtoxischard alkoholtoxischer Lebererkran-
kung stammte. Als Kontrollkollektiv sollten Probean gesunden Blutspendern heran-
gezogen werden.

Zunachst sollte die Real-Time-PCR zur Amplifikationd allelischen Diskriminierung
der spezifischen Glutamin - bzw. Arginin-Sequenaefgebaut werden. Um ein Kon-
trollsystem bei der Etablierung der allelischenKisinierung zu besitzen, sollten die
glutamin- und die argininkodierende Sequenzen jisvkéoniert werden.

Im n&chsten Schritt sollte der Q223R Polymorphismugen DNA-Proben der Patien-
tenkollektive mit alkoholtoxischen und nicht-alkdtoxischen Fettlebererkrankungen
sowie mit chronischer Hepatitis C Infektion untefdsuund die Verteilung der Gentoy-
pen im Vergleich zum Probandenkollektiv dokumentieerden. Das Auftreten der Q-
und R- Allele sollte dann auf eine Assoziation aeim Fibrosestadium, dem Entzln-
dungsgrad und der Steatose gepruft werden.
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3 Material und Methoden

Alle Grundchemikalien wurden, falls nicht andergegeben, von der Firma Merck
(Darmstadt) oder Sigma (Sigma-Aldrich-Chemie, Deleden) bezogen. Das verwen-
dete Wasser aus der Milliporanlage wurde vor Getbrawutoklaviert. Fur alle Arbeits-
schritte wurden Einwegplastikwaren (Reaktions- uthtrifugationsgefal3e) von der
Firma Eppendorf (Hamburg) und der Firma Becton-Dis&n-Labware Europe (Le

Pont de Claix, Frankreich) benutzt und vor dem @etin ebenfalls autoklaviert.

3.1 Herstellung von Zielsequenzen als Kontrolle de6ENP-Darstellung im Gen
des Leptinrezeptors

3.1.1 Midi-Praparation von Plasmid-DNA ausE.coli

Mit einer Impfése wurden 50 ml ampicillinhaltige8{Medium mit 2ug Ampicillin/ml
mit dem pBlueskript SKII+ positven DH&-Gefrierstamm angeimpft. Die Kultur wurde
bei 180rpm und 37°C tber Nacht inkubiert.

LB-Medium 8g NacCl
59 Hefeextrakt
10g Bactotryptone
ad 1l HO
mit NaOH wurde der pH auf 7,6 eingestelit.

LB-Medium mit Ampicillin: nach demAutoklavieren des LB-Mediums und Abkuh-
len auf ca. 55°C wurde Ampicillin in einer Endkonize

ration von 2pg/ml zugesetzt.

Am nachsten Tag erfolgte die Midi-Praparation mifeHdes PC-100-Plasmidkits der
Firma Macherey-Nagel (Diren) nach Angaben des Elérss.

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugieren fur W6nuten bei 14000rpm und 4°C. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 4 rskatem Puffer S1 resuspendiert.

Die alkalische Lyse der Zellen wurde durch Einsain Puffer S2 eingeleitet. Nach
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funf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurdemHUPuffer S3 zugegeben, vor-
sichtig gemischt und bei funf Minuten Inkubatiorf &is die Proteine prazipitiert.
Anschlie3end wurden Proteine und genomische DNA0@00rpm in einer Zentrifuge
pelletiert (Type J2- 21 der Firma Beckriamit Rotor von Type JA 20) und der plas-
midhaltige Uberstand auf die zuvor mit 2,5 ml Puffi& aquilibrierte Saule gegeben.
Nach zwei Waschgangen mit 10 ml Puffer N3 erfoldjee Elution der Plasmid-DNA
mit 5 ml Puffer N5.

Zur DNA-Féllung wurde Isopropanol zugegeben undchls3end bei 14000 rpm in
einer Tischzentrifuge 5417 der Firma Eppendorf3@irMin. bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit #¥anol gewaschen, getrocknet
und anschlie3end in 120 H,O geldst.

Verwendete Puffer der Firma Macherey-Nagel:

S1: 50 mM TRIS-HCI, 10 mM EDTA, 100g/ml RNase A, pH 8,0

S2: 200 mM NaOH, 1% SDS

S3: 4,8 M Kaliumacetat, pH 5,1

N2: 100 mM TRIS, 15% Ethanol, 900 mM KCl, 0,15%t®n X-100, pH 6,3
N3: 100 mM TRIS, 15% Ethanol, 1,15 M KCI, pH 6,3

N5:100 mM TRIS, 15% Ethanol, 1 M KCI , pH 8,5

3.1.2 Restriktion des Plasmids pBlueskript SK+

Fur die analytische Restriktion wurden folgendead®mzien eingesetzt:
Restriktionsansatz 1 ug pBlueskript SK || DNA
1,0ul Puffer 10 x
0,5ul Enzym (Konz. 10Udl)
ad 1@l H,O
Folgende Restriktionsenzyme wurden verwendet:

BamH I, Xhol, Pvul undPvull (Die Enzyme wurden von der Firma Roche bezogen)

Die DNA wurde jeweils mit den oben aufgefiihrten ¥men bei 37°C fiir drei Stunden
verdaut und anschlielend wurde die Restriktion lddaftrennung der Fragmente in

einer Submaringel-Elektrophorese (Kapitel 3.1.3rphift.
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Préaparative Restriktion mit Spel und EcoR1:
Zur Vorbereitung der Ligation (3.1.4) wurde pBluepgkSK Il praparativ mit Spe | und
Eco R | verdaut (vgl.Abb.9). Aufgrund der unterstilichen Reaktionspuffer der En-

zyme erfolgte die Restriktion in zwei seriellen Ri@nsansatzen.

Restriktionsansatz 2,5l Puffer H furEcoR I, und NEBuffer 2 fuiSpel
2,51l BSA
1,0ul DNA (3ug/ul)
2,0ul Restriktionsenzym (Spe 10 U/ul oder EcoRI 10 Y/ul
H,O ad 2%

Der Ansatz wurde 3 Std. bei 37°C inkubiert. Zur tRksonskontrolle wurde der Ansatz
anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt (8@.) und mit unverdauter DNA
verglichen.

Nach dem Verdau mit dem ersten Restriktionsenzymdeveine DNA-Fallung durch-
gefuhrt: Dafir wurde der Restriktionsansatz mit,2-2olumen Ethanol und 1/10 Vo-
lumen Natriumacetat 3M, pH 5,2 versetzt, kurz gehtisind zwei Stunden bei -20°C
gefallt. Der Ansatz wurde anschlielend fir 10 Memutbei 4°C in der 5417-
Tischzentrifuge der Firma Eppendorf bei 14000rpmtrfeigiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit 70%-igenk@dklol gewaschen, kurz getrock-
net und in 10ul KD geldst und dann in den zweiten RestriktionsansattEcoRI (s.0.)

eingesetzt.

3.1.3 Dimerisierung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide 223AS, 223AAS, 223GS, und 22F5Wurden von der Firma
MWG-Biotech AG synthetisiert (Tabelle 3A). Die lylmfisierten Oligonukleotide wur-
den in einer Konzentration von 0@ in Wasser aufgenommen. Fur die Dimerisierung
wurden 223AS und 223AAS, bzw. 223GS und 223GAS ienh#ltnis 1:1 zusammen-
pipetiert und anschlieend mit dem gleichen VolurB@@mM NaCl, 20mM TRIS pH
8.0 versetzt (vgl. Tabelle 3 B).
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Tabelle 3a: Verwendete Oligonukleotide fiir die Dime  risierung.

223AS AAT TCT GGT GGA GTAATT TTC CAG TCACCT CTAATGT
223AAS CTA GAC ATT AGA GGT GAC TGG AAAATT ACT CCACCAG 223
223GS AAT TCT GGT GGA GTAATT TTC CGG TCACCT CTAATG T
223GAS CTA GAC ATT AGA GGT GAC CGG AAAATT ACTCCACCAG 2236

Tabelle 3b: Verwendung der Oligonukleotide zur Dime  risierung.

223AS 100uM 25 pl

223AAS 100UM | 25 pl

=50 pl [50uM] = + 50 pul (20 mM TRIS/ 300mM NaCl-Lsg)

223A
[254M]

223GS 100uM 25 pl

223GAS 100uM | 25 pl

=50 pl [50uM] | + 50 pl (20 mM TRIS / 300mM NacCl-Lsg)

223G
[254M]

Die Oligonukleotide wurden fir 15 Minuten auf 958@hitzt, und dann langsam abkih-

len lassen.

3.1.4 Ligation und Transformation in E.coli

Zunachst wurde das Oligonukleotiddimer als Insedie Multiple Cloning Site (MCS)

des pBlueskript SK II-Vektors ligiert. Die Ligatisansatze wurden dann in E.coli

DH5a transformiert.

3.1.4.1 Ligation des Oligonukleotiddimer in den pBleskript SKlI-Vektor

Das Plasmid, das mit Spel und EcoRI verdaut wuelg,n einer Konzentration von

100ng{l und die dimerisierten Oligonuclotide 223A und £2B&gen in einer Konzent-

ration von 25uM vor (vergleiche Tab. 1B). Diese demr mit HO auf eine Konzentra-

tion von 5 bzw. 2,5uM verdinnt. Fur die Ligation nden die dimerisierten Oligo-

nukleotide in Verhaltnis von 5:1 bzw. 2:1 zum Vekéingesetzt und in den folgenden

Ansatz zusammenpipettiert:
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Ansatz: geschnittener Vektor pBlueskript SKII a5

5pmol/2,5pmol Insert (223A, 223G) 1JO
Puffer T4-DNA-Ligase 10x 1,0
DNA-T4-Ligase 1,0l

ad 1Qul H,O

In einem Kontrollansatz wurde kein Insert zugesdd¢ Anséatze wurden tber Nacht
bei 15°C inkubiert.

3.1.4.2 Herstellung kompetenter E.coli-Zellen und Transformation des Liga-

tionsansatzes

Von einer Ubernachtkultur mi.coli wurden 10l in 50 ml frisches LB-Medium tber-
impft und bis zu einer Dichte von OD 600 = 0,4 wsah gelassen. Die Zellen wurden
abzentrifugiert und anschlieRend wurde das Peilé& ml LB-Medium aufgenommen.
Um kompetente Zellen fir die Transformation zu gewen wurden 5ml TSS (2x) dazu
gegeben, kurz gemischt und diecoli sofort schockgefroren. Die Zellen wurden bei

-70°C gelagert.

TSS-Ldsung 2x: 20% (w/v) PEG 8000
10% (v/v) DMSO
70 mM MgCl, in LB-Medium, pH 6,5

3.1.4.3 Transformation inE.coli

Aliquots kompetenteE.coli-Zellen a 20Qul wurden auf Eis aufgetaut. Die Ligationsan-
satze wurden vorsichtig dazugegeben und fir 30 tdmauf Eis inkubiert. Die Reakti-
onsgefaRe wurden in ein Wasserbad (42°C) flr eimauté inkubiert. AnschlieRend
wurde 600ul SOC-Medium dazu pipettiert und eine Stunde bé& d6n und 37°C ge-

schittelt.

SOC-Medium: 10mM MgCh in LB-Medium
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3.1.4.4 Identifizierung von Rekombinanten durch dieBlau-Weil3-Selektion

Die Transformationsansatze wurden auf ampicilliipah Agarboden, die vorher mit
IPTG + X-Gal versetzt worden waren, ausplattiertl amschlieend tGber Nacht bei
37°C kultiviert.

Der Einsatz von IPTG und X-Gal fuhrte zu einer sagenten Blau-Weil3-Selektion der
Kolonien, die sicherstellen sollte, dass Bakteragren Plasmid das Insert enthielt, von
denen ohne Insert unterschieden werden konnte Bie-Weil3-Selektion basiert auf
dem (-Galaktosidase-kodierenden lac-Z-Gen in derltiplerCloning-Site des
pBlueskript SK-Plasmids. Bei Kolonien ohne Insertrdwvnach Operator-Induktion
durch IPTG R-Galaktosidase synthetisiert, und dadaGosidase-Aktivitat fuhrt zur
Umsetzung von X-Gal zu einem blaulichen Niedersghl@ie Kolonien sehen damit
blau aus. In Bakterienkolonien, in denen das Laefr@es pBlueskript SK durch die
Insertion eines DNA-Fragments unterbrochen wurdedas Enzym 3-Galaktosidase
fehlerhaft. Die Bakterienkolonien bleiben weil3.

LB-Agar-Platten: 15g Bacto-Agar ad 1l LB-Medium wurde fir 20 min l&4°C au-
toklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde die Agatliig auf 60°C abkihlen gelassen
und dann Ampicillin in einer Endkonzentration vo@01lug/ml zugegeben. Unter der
Laminaflow wurde die Losung in Petrischalen (Fir®arsted) gegossen (ca. 15 ml/
Platte). Die Platten wurden bei 4°C gelagert.

Vorbereitung von IPTG- und X-Gal -Platten: Auf die Agarplatten wurden 20ul
IPTG-L6sung und 50ul X-Gal-Losung pro Platte véttei

IPTG-Losung (100mM): 500mg IsopropyB-D-thiogalactosid (IPTG) in 20ml destil-
lierten O l6sen und sterilfiltrieren. Lagerung auf -20°C.

X-Gal-Léung: 25mg 5-Brom-4chloro-3-indolyp-D-galaktosid (X-Gal) in 1,25ml Di-

methylformamid I6sen.
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3.1.5 Sichtung der DHB-Transformationskolonien fir Rekombinanten

Die Sichtung der Transformanten wurde auf BasisRlau-Weil3-Selektion mit Hilfe
Restriktionscharakterisierung der PCR-Amplifikategntiell positiver Rekombinanten
vorgenommen. Dazu wurde von weil3-selektioniertetoiien eine Flussigkeitskultur
angezogen, die Plasmide isoliert und der Rekomibimslbcus PCR-amplifiziert. Die
Amplikons wurde dann anhand der Grof3e und der iReshsstellen charakterisiert.

3.1.5.1 Minikultur und Praparation von Plasmid-DNA im Mini-Maf3stab

Fur die Minikultur wurden einzelne liegende weil3eldhien aus dem Nahrmedium
entnommen und in ein Glasrohrchen mit 3ml LB-N&utig mit Ampicillin (vgl. 3.1.1)
dberfuhrt. Die R6hrchen wurden Uber Nacht auf eifimdschuttler bei 160rpm und
37°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde eine Minipraparation Eexsmid-DNA durchgefihrt:

Von der Ubernachtkultur wurden 1,5ml in ein EppefgefaR gegeben und zentrifu-
giert bei 13.000rpm fiir fiinf Minuten bei Raumtengtar. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Pellet in 150ul S1-Puffer aufgenommdaschlie3end wurden 150ul
S2-Puffer zugegeben, um die Zellen zu lysierenzKlanach wurden 150ul S3-Puffer
dazugegeben und funf Minuten auf Eis inkubiert. Disierten Zellen wurden bei
13000rpm fiir finf Minuten unter Raumtemperatur dérgiert. Der Uberstand wurde
in neue Eppendorfgefal3e Uberfihrt.

AnschlieRend erfolgte die Alkoholprazipation: deNM®haltige Uberstand wurde mit
doppeltem Volumen Isopropanol versetzt und fir 26U¥en bei -20°C stehen gelassen,
um danach fur 30 Minuten bei 13.000rpm und 4°Cr#egtert zu werden. Das Isopro-
panol wurde dekantiert und das Pellet mit 70%-igetimanol gewaschen. Das Pellet

wurde getrocknet und danach in 30ul Wasser aufgerem

3.1.5.2 Amplifikation des pBlueskript SK Il Polylinkers durch PCR und an-

schlieRende Restriktion

Um sicherzustellen, dass das gewulnschte Insertlasmitd enthalten ist, wurde die
DNA aus der Minipraparation in ein PCR eingesddzé Taqg-Polymerase und der Puf-
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fer wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. @TP s und die Primer wurden
von der Firma Fermentas hergestellt.

Pro Probe wurden folgende Reagenzien bendtigt:

2,5 pl Puffer 10x

2,5 ul dNTP

0,5 pul Primer M13F

0,5 pul Primer M13R

0,5 ul Tag- Polymerase
17,5 ul Wasser

1 pl 1:10 verdinnte DNA

Tabelle 4: Sequenz der verwendeten forward- und rev  erse-Primern

Primer Sequenz
M13 Forward 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’
M13 Reverse 5"-CAGGAAACAGCTARGAC-3’

Die Reagenzien wurden zusammenpipettiert und gémigeolgende Thermoprofil
wurde in den Thermocycler PTC-200 von der FirmaRé3earch eingegeben:

Fur die ersten zwei Minuten wurde der Ansatz afiCOBrhitzt, danach erfolgten 45
Amplifikationszyklen mit jeweils einer Minute Inkakionen bei 94°C, 55°C und 72°C.
Abschlief3end folgte eine 7-minutige Inkubation B24C.

Nach erfolgter PCR wurde das Amplifikat mit Regioksenzym Hind Il verdaut. Fur

die Restriktion wurde ein Mastermix zusammenpipgttiPro Probe wurde bendtigt:

1,5 ul Puffer B (Roche)

2,75 pl Wasser

0,75 ul Hind Il (Roche)
5ul des Mastermix wurden auf 10 pl des PCR-Prodgé&geben und anschlieRend fir
funf Stunden bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurditets Gelelektrophorese aufge-

trennt.
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3.1.5.3 Sequenzierung der Rekombinanten-DNA

Das Plasmid wurde freundlicherweise von Frau Cil$&dock sequenziert. Die Sequenz

wurde mit dem Programm DNAsis (Hitachi, Japan) pilkit.

3.2. Auftrennung von DNA durch Submaringelelektrohaese

PCR-amplifizierte oder durch Restriktion herges¢eDNA-Fragmente wurden durch
Gelelektrophorese in 3%-igen Agarosegel ihrer Gnideh aufgetrennt. Die Gele wur-
den hergestellt, indem 3g Agarose in 100ml 1x TAHdt (40mM Tris, 20mM Na-
Acetat pH 8,2, 1,25mM EDTA) fiir ca. zwei bis vietindten in einer Mikrowelle ge-
kocht, 10ul Ethidiumbromid (10mg/ml) zugefiigt unach Abkthlen auf ca. 65°C in
eine Flachform mit Kammeinsatzen zur Ausbildung Wammern gegossen wurden.
Auf das fertige Gel wurden die Amplifikate in demidmeraussparungen aufgetragen.
Hierfir wurden 10ul des PCR-Produktes mit ca. 1plAEProbenpuffer (6x Loading
Dye Solution, MBI) versetzt und in die Kammern dege Als Molekulargewichts-
standard diente der Leitmarker pUC 19 DNA/MSPI (Bipllarker 23 der Firma MBI
Fermentas, der ebenfalls mit dem DNA-Probenpufésetzt und in eine Kammer des
Gels eingeflllt wurde. Der Marker enthalt DNA-Fragme mit den Gré3en 500 bp, 404
bp, 331 bp, 242 bp, 190 bp, 147 bp und 111 bp.

500 bp
404 bp
331 bp
242 bp

190 b
147 bg .Marker 23" in einem 3 %-igen Agarosegel. Die appdaen Ba-

Abb. 5: Darstellung des Laufverhaltens des GréRRenstandards

111 bp senlangen der Fragmente sind seitlich angegeben.

Nachdem das Plasmid sowohl mit Hilfe von Restrikt@nalyse als auch Sequenzana-
lyse Uberprift wurde, konnte eine Midikultur undeeiMidipraparation wie unter Punkt
3.1.1 vorgenommen werden, um grol3ere Mengen DNAing@m zu koénnen. Die

E.coli-Bakterien wurden dafir aus der Minikultuigampft.
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3.3. Patientenmaterial

Die fur die Untersuchungen eingesetzte DNA stamwote formalinfixierten, paraffin-
eingebetteten Leberbiopsien, die am Institut fith&lagie des Universitatsklinikum zu
Kdln archiviert wurden und aus lokalen, sowie busvgdgiten Einsendungen stammten.
Im Rahmen des Routineablaufes wurden die eingesarglbpsien zunachst flr unge-
fahr sechs bis acht Stunden in 4%-iger Formaldésyatig fixiert und anschiel3end in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Egtéotlie Einbettung mit heilRem Pa-
raffin in die daflr vorgesehenen Kassetten. Nackhduung des Materials wurden die

Gewebeschnitte zur weiteren Verwendung angefertigt.

3.3.1. Probenkollektiv mit NAFLD/AFLD

Aus dem Eingangsregister des Institutes fur Patielaurde eine Vorauswahl an Le-
berbiopsien getroffen, die bei der Routinediaghkosis Alkoholische (AFLD) oder
Nicht-Alkoholische (NAFLD) Fettlebererkrankungen lwénd der Routinediagnostik
befundet wurden. Demnach kamen 227 Vorgange figr g@mauere Recherche in Frage.
Unter den bekannten Eingangsnummern wurden dieekilescheine gesichtet und auf
klinische Angaben des Einsenders geprift. Dabedeulie vollstandige Angabe von
Grund- oder Verdachtserkrankung, Angaben auf Alkathasus, sowie Laborparameter
wie GOT, GPT ung-GT als essentielle Parameter herangezogen. Alengehngaben
wurden Zusatzinformationen uber die Patientenanaan@ie Diabetes mellitus oder
Adipositas, an Information aufgenommen. Die Dokutagon von Eingangsnummer,

Alter, Anamnese und Labor erfolgte in einer Exdmdtée.

Nach den Hauptkriterien wurden die Patienten mit\erdachtsdiagnose NASH ohne
bekannten Alkohlabusus in die Gruppe der NAFLD (B®40ben) gruppiert , wéhrend
Patienten mit Alkoholkonsum in die Gruppe der AF&Y Proben) kategorisiert wur-
den.

Die Probenauswahl wurde von Johannes Rey durchgefiid die Proben wurden mir
freundlicherweise als DNA-Proben zur Analyse deptineezeptor-SNP-Q223R Uber-

lassen.
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3.3.2  Probenkollektiv mit Hepatitis C

Das HCV-Probenkollektiv beinhaltete 302 HCV-Probean denen 212 Proben nach
histologischer Befundung durch Frau Dr. Uta Drebbdtibrosegrade klassifiziert wur-
den.

Die DNA war in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Miagrchen (Institut fur Klinische
Chemie des Universitatsklinikums Aachen) isoliedreen und wurde mir zur Bearbei-

tung zur Verfiigung gestellt.

3.3.3  Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe diente ein Blutspender-Probeféddiv, das von Frau Dr. Nuran
Bektaz (jetzt Institut fur Pathologie, Aachen) uRcbfessor Dr. A. zur Hausen (jetzt
Institut far Pathologie, Universitatsklinikum Freily) zusammengestellt wurde. Von

265 Blutproben wurde mir die DNA Uberlassen.

3.4 Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

In der vorliegenden Arbeit wurde eine quantitatreal-time-PCR angewandt. Bei der
Real-Time-Polymerasekettenreaktion wird parallet Amplifikation die Menge des
Amplifikats mit Hilfe einer fluoresierende SondeagiMarf) detektiert. Die Sonde ist
an ihren Enden mit Quentcher und Reporter beddirzHilfe von Licht mit einer spezi-
fischen Wellenlange von 488nm wird die Sonde zuofdszenz angeregt. Der fluores-
zierende Reporterfarbstoff ist kovalent an das ideEder Sonde gebunden. In dieser
Arbeit wurden die Reporterfarbstoffe VIC und FAMtraimission bei 535-555nm bzw.
492-516nm benutzt.

Durch die rAumliche Nahe von Reporter zu Quentehet die Fluoreszenz durch Fluo-
reszenz-Energie-Transfer (FET) unterdrickt. StGBt Tthg-Polymerase wahrend der
Elongation (5—3") auf die Sonde, beginnt sie aufgrund ihrer Exteaseaktivitat die
Sonde abzubauen. Durch den Verlust des Fluoreszeeayie-Transfer (FET) beginnt
der Reporter zu fluoreszieren. Je mehr DNA syrghesti wird, desto mehr Reporter-
Molekule werden freigesetzt, und die Signalstatkegsentsprechend.
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Abb. 6: Darstellung der 5°-3"-Exonuklease Aktivitat der FRajymerase. Bei der Extension wird der
Reporter-Farbstoff (R) vom Quenscher Farbstoffg@yespalten und erzeugt ein Fluoreszenzsignal.
(Gbernommen von www.edoc.hu-berlin.de).

3.4.1 Nachweis von der Q223R-Mutation durch Real-Tne-PCR

Bei der Austestung wurden die in pBlueskript emmiérten Kontrollsequenzen ver-
wendet. Hierzu wurden die folgenden Primer fur @8kript von der Firma MWG Bio-
tech (Ebersberg) im Auftrag synthetisiert. Die Retrwvurden in verschiedenen Kombi-

nationen in eine Kontroll-PCR eingesetzt und getest

Tabelle 5:Sequenz der pBluesk forward- und reverse-  Primern

Name Sequenz Schmelzpunkt
pBluesk-F 5-TACgJACTCACTATAgggCgAATTY 61,0 °C
pBluesk-F3 5-CGGTATCgATAAgCTTgATATCgA 59,3°C
pBluesk-R1 5-CACTAAAgggAACAAAAQCTggAg 61,0 °C
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Fiur die Austestung der Kontrollsequenzen mittelalRéme-PCR (SyBr-Green) wur-

den pro Probe folgende Reagenzien bendtigt:

12,5ul Mastermix (Firma Eppendorf, Hamburg)
1pl forward-Primer

1ul reverse-Primer

9,5ul HO

1ul DNA

Fur den Real-Time-PCR-Nachweis der Q223R-Mutationrumanen Material wurde
eine Reagenzienzusammenstellung der Firma AppliedsyBtems (Artikel-No:
C_8722581 10) benutzt.

Die folgenden Sequenzen sollten dabei durch Fam: Wrc-markierten Sonden unter-

schieden werden:

ATCACATCTGGTGGAGTAATTTTCC[A]JGTCACCTCTAATGTCAGTTCAGCCC Glutamin (Q)

ATCACATCTGGTGGAGTAATTTTCC[G]GTCACCTCTAATGTCAGTTCAGCCC Arginin (R)

Glutamin (Q) Arginin (R)
5 3 5 3
[TTTTTTTTTTITTTITTITITTITTTT] [TTTTTTTTTTTITITTTTTITTITTT]
CAG CGG
GTC GCC
kL LLELL]
(
vic Quentcher FAM Quentcher

Abb: 7 Schematische Darstellung der Sondendifferenzgedes Sequenzbereichs Glutamin (Q)-

Formation bzw. Arginin (R)-Formation.
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Tabelle 6: Reaktionsansatz zur Differenzierung des  Q223R-Lokus mittels RT-PCR

:ppendorf Master Mi 5ul
'rimer/ Sonde Mix bestehend aus reverse/antisense Primer 0,254
10uM), und TagMa®~Sonde wt/mut (048 bis 1QuM)

1,0 3,75ul
NA 1pl
esam 10pl

Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Sgabhe (Mx 3000P) mit in der

Abbildung 8 dargestelltem Temperaturprofil durctitet.

Abb. 8:
Fur die QRT-PCRwurde das folgenc
Temperaturprofil gewabhilt:

Segment 1: @hrend der ersten zv
Minuten wurde dr Ansatz von 25°
auf 95°C erhitzt.

Segment 2: anschlieBend erfolyt&:
Zyklen, in denender Ansatz fur 3
Sekunden auf 95°C erhitzt und nachfol-
gend die Temperatur fir eine Mint
bei 60 °C gehalten wurde.

Temperature

100

7o

25-

Segment 1 Segment 2
1 Cycle 55 Cycles
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3.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Experimente wurden statistisitidem Programm SPSS 14,0 aus-
gewertet. Die Haufigkeiten von Genotypen wurderKiauztabellen aufgefihrt und in
Bezug zur Entziindung, Fibrose und Fettgehalt geddierbei wurde die Signifikanz
mittels Exakter Test nach Fischer berechnet. Unodas ratio fir die Wahrscheinlich-
keit des Auftretens eines Allels auszurechnen, enethe binar-logistische Regressi-

onsanalyse durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung der Kontrollsequenzen

Zur Herstellung von Kontrollsequenzen wurden Oligoete, die jeweils die N-
terminale Sequenz des Q223R-Gens ohne und mit Basewsch reprasentierten und
in den Blueskript-SKII+ einkloniert. Dafur wurderi@bnukleotidimere endstandig mit
EcoRI- und Spel-spezifischen Uberhangen hergesialit in den EcoRI- und Spel-
gedffneteten Vektor inseriert (vgl. Abb. 9). DufeeR-Amplifikation und anschlieRen-
de Restriktion wurde kontrolliert, ob die Q223R4drsin dem Vektor vorhanden war.

Abbildung 10 zeigt die Polylinker-Amplifikate nadferdau mit den Enzymen Hind Il

und BamHI.
— 1 (+) on
Klonierungsfragment:
cmpici”in 1 laeZ
"0; , CTGETGEAGTARTTTTCC [A/ G] GTCACCTCT AAT GT
" n GACCACCTCATTAARAGG [T/ 5] CAGTGGAGAT TAC
-MCS
pBluescript 11 SK (+) | e EcoR Spel
3.0kb
\ “Plac
plUC oriE
Eco01091 ) Ace |
BssH |l 17 Promoter " Kpn | Dra li Yho | Sal |
| I w | | | |
TTGTAAAACGAGGGGCAG[GAGCGCGGGTAATAG GACTCACTATAGGGQGAATTGGGTAGCGGGGCGCGGCTCGAGGTCGAG -
M13 -20 primer binding site” T7 primer binding site i K3 primer binding sie...
Bspl04 | 1 Mot |

[_}k]l Iléird Il Elwk Vo EcoRl Pt Smal  BomH|  Spel >|(I>c| | Eb‘s" lfsﬂ(l ?ucll Slocl
| I | I
b .GGTATCGATMGCTTGATATCdAATTCCTGCAGCCCGGGG?ATCC*CTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. i

. KS primer binding site N SK primer binding site

. T3 Promoter BlssH Il Iﬁ-gal u-fragment

o) 1 |
- .CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTMTTGCGCGCTTGGCGTAATEJATGGTCATAGCTGTTTCC
=13 primer binding site “M13 Reverse primer binding site

Abb. 9: Klonierungsstrategie zur Herstellung von Katrollsequenzen

Der Vektor Blueskript SK+ ist mit der ,Multiple Ching Site* (MCS) dargestellt. Das Klonierungsfra-
gement mit endstéandigen Restriktionsstellen (Ec&REl), das die jeweilige Kontrollsequenzen beinhal
tete, ist turkis gekennzeichtnet. Die Kontrollsemgen wurden in die mit roten Pfeilen markierten
Restriktionschnittstellen (EcoRI und Spel) der MdxS Blueskript-Vektors SK+ einkloniert.
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Die gelektrophoretische Auftrennung der Polylinkenplifikate nach BamHI-Verdau
zeigte ein Fragment mit apparenter Basenlange ¥0bf® entsprechend der Lauflange
des ungeschnittenen Polylinker-Amplifikats. NachndHilll-Restriktion wurde das
Amplifikat der Proben 1-4 in zwei Fragmente gesttbni Hier wurde eine Basenlange

von 90 und 150bp (Basenpaare) erzielt.

M - m —— — r— = Iv[
p- 4
P - e e e AN S
- - —
—— Pt
Hind 111 SKH BamH | SE+ K
A ] B.

Abb. 10: Gelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikdies Blueskript Il SK+ Polylinkers nach
Hind Il (A) und BamHI (B) Restriktion; M zeigt defitandard Marker 23, K ungeschnittenes Polylinker-
M13-Amplifikat, SK+ geschnittener Polylinker M-13ndplifikat

Das Insert wurde durch Sequenzierung und Abgleiittels) EDV-gestitzter Software

»,DNAsis" als erfolgreich kloniert gestestet.

4.1.1 Etablierung der SNP-Analyse mit Hilfe der klmierten Kontrollsequenzen

und DNA aus Blutproben

Fur die Etablierung der SNP-Analyse der klonierteontrollsequenzen wurde das
Plasmid in verschiedenen Konzentrationen eingesatztlen Primern wie in Tabelle 5
angegeben.

Der Kontrollsequenz wurde in einer Verdiinnungsreihggehend von einer Lésung mit
der Konzentration 2ng/ul, entsprechend ca. 10000@0Molekilen pro pl eingesetzt.

1pul des Ausgangskonzentrats wurde in sechs Schritie Heringspermien-DNA
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(Konz. 100pg/ml) verdiinnt, so dass die Endkonzeatrader Verdunnungsreihe 10
Molekdle pro ul betrug. Die Real-Time-PCR erfolgtg dem Farbstoff SyBr-Green.

Da die Schmelztemperatur eines PCR-Fragments voargérol3e und seines GC/AT-
Gehalts abhéngig ist, kann durch die Schmelzkuegigt werden, ob nur ein spezifi-
sches PCR-Produkt generiert wurde oder ob mehrdi&-Eragmente im Ansatz vor-

liegen.

Die spezifische Schmelztemperatur liegt im Wend&putes Bereichs der starksten
Anderung des Signals. Bei der Amplifikation der Kolisequenz muss die Schmelz-
kurve fur jeden Amplifikationsansatz identisch seimd somit ist nur ein Gipfel er-

kennbar. In den Abbildungen 11a und b wurde diePfasmid 349 und Plasmid 350
dargestellt.

Mit Hilfe einer Standardkurve kann die Effizienzrdbfferenzierten Sequenzdetektion
geprift werden.

Bei den Standardkurven in Abbildung 11c und d wordeei verschiedene forward-
Primer eingesetzt: p-Blueskp-F und P-Blueskp-F3s Aeverse-Primer wurde p-
Blueskp-R1 eingesetzt.

Es zeigte sich weder in der Dissoziationskurve hniocder Standardkurve ein klarer
Unterschied zwischen den eingesetzten Primernb&iden konnte erfolgreich ein &hn-
licher Kurvenverlauf erzielt werden. Die Effiziedag fur Primer p-Blueskp-F bei

66,8% und fur Primer p-Blueskp-F3 bei 71,1%.

/

33



Abb. 11: Darstellung der Schmelzkurve (Abb. A und B) undn8ardkurve (Abb. C und D) der

klonierten Kontrollsequenz Nr. 349 bzw. 350

Da die Effizienz bei Primer p-Blueskp-F3 etwas howar, wurde p-Blueskp-F3 ge-
wahlt.

Um sehen zu kénnen, ob die Sonden zur Differenzgeder Glutamin- bzw.- der Argi-
nin-codierenden Sequenzen die entsprechenden Hdotréinen erkennen kdnnen,
wurden auch hier Testlaufe mittels Real-Time-PCRlagefuhrt.

ERERRERERRRR]

Fluroscense ()

g 8 8 e g ggeg d

Abb. 12: Kurvenverlauf der SNP Analyse von Plasmid 349 éRéurve) bzw. Plasmid 350 (Blaue Kur-
ve).

:
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Amplification Plots

°| Plasmidverdiinnung 350

:

Abb. 13: A: Differentielle Detektion des Q-(GlIn)-spezifischelasmides 349 durch die Vioarkierte
Sonde (A) und des R-(Arg)-spezifischen Plasmid&8)8urch die Fam-markierte Sonde (B). Der
Q223R Locus der Plasmide 349 und 350 wird in demlttenungen zwischen 4and 18 erfolgreich
detektiert und unterschiedds. Differentielle Detektion des R-(Arg)-spezifischBtasmides (350)
durch die Fam-markierte Sonde (B). Der Q223R LatarsPlasmide 349 und 350 wird in den Verdun

nungen zwischen faind 16 erfolgreich detektiert und unterschieden.

4.1.2 Testreihen mit DNA aus Blutproben

Bei der Austestung der SNP-Analyse wurde DNA aug@bben eingesetzt. Es wurden
zwei Anséatze mit Gesamtvolumen 10ul (Ansatz 1) b¥Bul (Ansatz 2) ausgetestet.
Die eingesetzte DNA-Menge betrug jeweils 1ul. ImsAiz 2 zeigte sich im Lauf der
Real-Time-PCR ein hohes Fluoreszenzsignal. Ein #&gstumen von 10ul wurde fur
die weiteren Analysen der Blutproben gewahlt, da Fuoreszenz ausreichend stark
war (vgl. Abb.14A) und so Reagenzien eingespartieekonnten.
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Amplification Plots
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Abb. 14: SNP Testreihen mit Blutproben: Kurvenverldaufe déiPSTestreihen (A) und genotypische
Verteilung (B) dargestellt im Blot zur allelisch®mnskriminierung (Programm: Stratagene Mx 3000P).

Ct using dR 3 for F .
&

4.2  Darstellung und Auftreten des Q223R-Polymorphinius des Leptin-
rezeptors in dem Probandenkollektiv

In dem Probandenkollektiv handelte es sich um 26EpBben. Eine SNP-Analyse der
Q223R-Mutation des Probandenkollektivs wurde naaim déh 4.1 beschriebenen etab-
lierten Ansatz durchgefuhrt. In allen Proben -di$ zwei - konnte die DNA erfolgreich

amplifiziert und eine Auswertung durchgefihrt werde
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Die Analyse ergab 55,5% heterozygote QR (n=146);%6homozygote R (n=44) und
27,8% homozygote Q (n=73).
Die Verteilung der Genotypen wurde in Abbildungurtel Tabelle 7 zusammengefasst.

Abb. 15: Verteilung der Leptinrezeptorgenotypen an CodoB i22 Probandenlkollektiv. Q= Homozygot
QQ, QR= Heterozygot, R= Homozygot RR.

Tabelle 7: Haufigkeit der Genotypen des Leptinrezep  tor-Gens im Probandenkollektiv.

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Geno- QQ 73 27,8 27,8 27,8
yp QR 146 55,5 55,5 83,3
RR 44 16,7 16,7 100,0
Gesamt 263 100,0 100,0
4.3  Der Q223R-Polymorphismus des Leptinrezeptors béatienten mit Nicht-

Alkoholischen und Alkoholischen Fettlebererkrankungen

Nachdem die Verteilung des Q223R-Polymorphismutem Blutproben des Pobanden-
kollektivs untersucht worden war, wurden anschinel3die SNP-Analysen im NAFLD-

und im AFLD-Kollektiv analysiert.
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4.3.1 Auftreten des Q223R-Polymorphismus des Leptiazeptors bei Patienten
mit einer Nicht-Alkoholischen Fettlebererkrankung

Zunachst wurde getestet, ob die PCR-Amplikation Botymorphismusdifferenzierung
am archivierten paraffineingebetteten Probenmatdfi&PE) durchgefihrt werden
konnte. Die Testreinen ergaben (Daten nicht gegedfss die DNA-Extrakte aus
FFPE-Materialien geeignet waren, den Q223R-LeptityyRorphismus nachzuweisen.
An 140 DNA-Extrakten des NAFLD-Patientenkollektivevurde der Q223R-

Polymorphismus analysiert. Es waren 23,4 Prozemtdaggot Q (n=32), 51,8 Prozent
heterozygot (n=71) und 24,8 Prozent homozygot RB4h=In diesem Kollektiv konnte

die DNA in drei von 140 Proben nicht amplificierexden.

Die Verteilung der Genotypen ist in Abbildung 16&urabelle 8 zusammengefasst.

Abb. 16: Verteilung der Leptinrezeptorgenotypen an Codon 2fA3Patientenkollektiv mit
NAFLD: Q= homozygot QQ, QR= heterozygot, R= homazygR.

Tabelle 8: Verteilung der Genotypen des Leptinrezep tors im Patientenkollektiv mit
NAFLD

Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente

Genotyp QQ 32 23,4 23,4 23,4
QR 71 51,8 51,8 75,2
RR 34 24,8 24,8 100,0
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Gesamtl 137 ‘ 100,0 ‘ 100,0

4.3.2 Auftreten des Q223R-Polymorphismus im Patieehkollektiv mit einer

Alkoholischen Fettlebererkrankung)

Im AFLD-Patientenkollektiv handelte es sich ebdsfalm paraffineingebettetes Mate-
rial. Bei der SNP-Analyse der 87 Proben kam esofgehder Verteilung: 40,5 Prozent
der Patienten waren heterozygot (n=32), 25,3 Ptazemozygot R (n= 20) und 34,2
Prozent homozygot Q (n=27). In acht Proben koneteekeindeutige Auswertung statt-
finden.

Die Verteilung der Genotypen wurde in Abbildungur@l Tabelle 9 zusammengefasst.

Abb. 17: Verteilung der Leptinrezeptorgenotypen am Codon 223 im Patientenkollektiv
mit ASH. Q= Homozygot QQ, QR= Heterozygot, R= Homozygot RR.

Tabelle 9: Verteilung der Genotypen im Patientenkol  lektiv mit Alkoholischen Fettleberer-

krankung
Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Genotyp QQ 27 34,2 34,2 34,2
QR 32 40,5 40,5 74,7
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RR

Gesamt

20

79

25,3

100,0

25,3

100,0

100,0

4.3.3 Auftreten des Q223R-Polymorphismus im Patieehkollektiv mit chro-

nischer Hepatitis C-Infektion

Im Patientenkollektiv mit chronischer Hepatitis @rndlen 302 Proben, die von paraffin-

eingebettetem Material gewonnen wurden, analysiert.

Bei der SNP-Analyse kam es zu folgende Verteil&ig7 Prozent der Patienten waren
heterozygot (QR) (n=152), 17,3 Prozent homozyg9t((R51) und 31 Prozent homo-
zygot (Q) (n=91). In acht von den 302 Proben komlieDNA nicht amplifiziert wer-

den.

Die Verteilung der Genotypen wurde in Abbildung @&d Tabelle 10 zusammenge-

fasst.

SNP

Abb. 18: Verteilung der Leptinrezeptorgenotypen am Codof8 #8 Patientenkollektiv mit

HCV- Infektion. Q= homozygot QQ, QR= Heterozygot; Romozygot RR.

Tabelle 10: Verteilung der Genotypen im Patientenko

llektiv mit chronischer Hepatitis C-

Infektion
Haufigkeit | Prozent | Gliltige Prozente | Kumulierte Prozente
Genotyp QQ 91 31,0 31,0 31,0
QR 152 51,7 51,7 82,7
RR 51 17,3 17,3 100,0
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Gesamtl 294 ‘ 100,0 ‘ 100,0

4.4 Einfluss des Q223R-Polymorphismus auf den Entmdungsgrad, die Fibro-

seprogression und die Steatose bei Lebererkrankunge

4.4.1 Auftreten des Q223R-Polymorphismus im NAFLD-Kllektiv in Abhan-

gigkeit des Entziindungsgrades, der Fibroseprogressi und der Steatose

Das Auftreten der Genotypen QQ, QR und RR bei Rtiiremit einer NAFLD wurde in

Abhangigkeit zu dem Fibrosegrad berechnet. Der lzygute Genotyp fur Q223 trat

bei Patienten mit milder Fibrose (SO, S1) in nah&a% der Falle auf, wahrend Patien-
ten mit progredienter Fibrose (S2-S4) nur zu cé&b b&n homozygoten Q223 Genotyp
besalien (vgl. Tabelle 11). Dagegen war der hetgobeyGenotyp QR haufiger bei Pa-
tienten mit schwerer Fibrose. Der homozygote Gen@83R kam bei Patienten mit
leichter und schwerer Fibrose gleich haufig vorwksde flr die genotypische Vertei-

lung beim Fibroseschweregrad keine Signifikanzientgp = 0,179).

Tabelle 11: Auftreten des Q223R-Genotyps im NAFLD-K ollektiv in Abhangigkeit zum

Fibrosegrad

Fibrose
S0- S1 S2-S4 Gesamt

Genotyp QQ Anzahl 24 6 30
% von Fibrose 28,9% 14,3% 24,0%

QR Anzahl 39 25 64

% von Fibrose 47,0% 59,5% 51,2%

RR Anzahl 20 11 31

% von Fibrose 24,1% 26,2% 24,8%

Gesamt Anzahl 83 42 125
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

P = 0.179 (Exakter Test nach Fischer)

Nach Errechnung des odds ratio war fir das Auftrdes R oder Q Allels kein signifi-
kant erhohtes Risiko fur die Fibroseprogressiomanden (odds ratio = 1.327; p=
0,300)

Tabelle 12: Auftreten der Q223R-Allele im NAFLD-Kol lektiv in Abhéngigkeit zum Fibro-

segrad
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Fibrose
S0-S1 S2-S4 Gesamt

Allel Q Anzahl 90 36 126
% von Fibrose 52,6% 45,6% 50,4%

R Anzahl 81 43 124

% von Fibrose 47,4% 54,4% 49,6%

Gesamt Anzahl 171 79 250
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 1,327; p = 0,300)

Der Entziindungsgrad wurde in Abhangigkeit zu derfirAten der Genotypen QQ, QR
und RR gesetzt. Innerhalb der Genotypen gab eggiamanige Verteilung der bei-
den Gruppen der Entziindungsgrade GO-G1 und G2-{&8éi wurde keine Signifi-
kanz erreicht (p= 0,778).

Tabelle 13: Auftreten des Q223R Genotyps im NAFLD-K  ollektiv in Abhangigkeit zur Ent-
zlindungsgrad.

Entziindung
GO0-G1 G2-G3 Gesamt

Genotyp QQ Anzahl 20 10 30
% von Entzundung 25,6% 21,7% 24,2%

QR Anzahl 38 26 64

% von Entziindung 48,7% 56,5% 51,6%

RR Anzahl 20 10 30

% von Entziindung 25,6% 21,7% 24,2%

Gesamt Anzahl 78 46 124
% von Entziindung 100,0% 100,0% 100,0%

P = 0,778 (exakter Test nach Fischer)

Der Vergleich der Genotypen bei Patientenwahig Entziindung (G0-G1) und Patien-
ten mit viel Entztindung (G2-G3) ergab keine wesamth Unterschiede im Auftreten
des Q- und R-Allels.

Nach Errechnung des odds ratio war fur das Auftrdes R- oder Q-Allels kein erhéh-
tes Risiko fir eine Entzindung vorhanden. (odde dgii84, und p= 0,525)

Tabelle 14: Auftreten der Q223R Allele im NAFLD-Kol lektiv in Abhangigkeit zum Entzin-
dungsgrad.

Entziindung
G0-G1 ‘ G2-G3 Gesamt
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Allel Q Anzahl 83 43 126
% von Foci 52,5% 48,3% 51,0%

R Anzahl 75 46 121

% von Foci 47,5% 51,7% 49,0%

Gesamt Anzahl 158 89 247
% von Foci 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 1,184; p = 0,525)

Das Autreten der Genotypen QQ, QR und RR wurdednidhung zu Steatosegrad 1
bzw. Steatosegrad 2-3 gesetzt. Der homozygote @e@RA3QQ trat bei Patienten mit

geringer Steatose (Stel) in ca.18 % der Fallewadiirend Patienten mit ausgepragter
Steatose (Ste 2-3) zu ca. 28 % den homozygoten QZ3énotyp besalRen (vergleiche
Tabelle 15). Dagegen war der heterozygote Gend@@®QR haufiger bei Patienten mit

geringer Steatose. Der homozygote Genotyp 223RRHd@amatienten mit ausgepragter
Steatose haufiger vor. Hierbei wurde keine Sigaifik erreicht (p = 0,100).

Tabelle 15: Auftreten des Q223R Genotyps im NAFLD-K ollektiv in Abhangigkeit zum

Steatosegrad.
Steatose
Stel Ste2-3 Gesamt

Genotyp QQ Anzahl 8 22 30
% von Steatose 17,8% 27,5% 24,0%

QR Anzahl 29 35 64

% von Steatose 64,4% 43,8% 51,2%

RR Anzahl 8 23 31

% von Steatose 17,8% 28,8% 24,8%

Gesamt Anzahl 45 80 125
% von Steatose 100,0% 100,0% 100,0%

p= 0,100 (exakter Test nach Fischer)

Die Errechnung des odds ratio zeigte fur das Aidtreles Q- oder R-Allels ein sehr

geringes Risiko, eine Steatose zu erlangen (odits=1a368 und p= 0,230). Die Daten

zeigen aber keine Signifikanz.

Tabelle 16: Auftreten der Q223R Allele im NAFLD Kol

lektiv in Abhangigkeit zum Steato-

segrad.
Steatose
Stel Ste2-3 Gesamt
Allel Q Anzahl 53 73 126
% von Steatose 55,2% 47 A% 50,4%
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R Anzahl 43 81 124

% von Steatose 44,8% 52,6% 49,6%
Gesamt Anzahl 96 154 250
% von Steatose 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 1,368, p = 0,230)

4.4.2 Einfluss des Q223R Polymorphismus auf den Ezitndungsgrad, die Fibro-
seprogression und die Steatose bei AFLD

Das Auftreten der Genotypen QQ, QR und RR bei Rairemit einer AFLD wurde in
Abhangigkeit zu dem Fibrosegrad errechnet. Der feygate Genotyp fur Q223 trat
bei Patienten mit milder Fibrose (SO, S1) in ca%@ler Falle auf, wahrend Patienten
mit progredienter Fibrose (S2-S4) in ca. 37 % demdzygoten Q223 Genotyp besal3en
(vgl. Tabelle 17). Der heterozygote Genotyp QR faith etwa gleich haufig bei Pati-
enten mit leichter und schwerer Fibrose. Der horgoi®y Genotyp 223R trat dagegen
geringfliigig haufiger bei Patienten mit leichter lede auf. Die niedrige Patientenzahl

lassen keine statistischen Signifikanzzuweisungen z
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Tabelle 17: Auftreten des Q223R Genotyps im AFLD-Ko

llektiv in Abhangigkeit zum Fibro-

segrad.
Fibrose
S0-S1 S2-S4 Gesamt

Genotyp  QQ Anzahl 6 20 26
% von Fibrose 26,1% 36,4% 33,3%

QR Anzahl 9 23 32

% von Fibrose 39,1% 41,8% 41,0%

RR Anzahl 8 12 20

% von Fibrose 34,8% 21,8% 25,6%

Gesamt Anzahl 23 55 78
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

p= 0,468 (exakter Test nach Fischer)

Der Vergleich der Genotypen bei Patienten geitinger Fibrose (S0-S1) und Patienten
mit ausgepragter Fibrose (S2-S4) ergab keine wigdw1t Unterschiede im Auftreten
des Q- und R-Allels.

Nach Errechnung des odds ratio gab es fir das &eftrdes R- oder Q-Allels kein er-
hohtes Risiko fur eine Fibrose (odds ratio = 0,68d p= 0,186).

Tabellel8: Auftreten der Q223R-Allele im AFLD-Kolle ktiv in Abhéngigkeit zum Fibro-

segrad.
Fibrose
S0-S1 S2-S4 Gesamt

Allel Q Anzahl 21 63 84
% von Fibrose 457% 57,3% 53,8%

R Anzahl 25 47 72

% von Fibrose 54,3% 42, 7% 46,2%

Gesamt Anzahl 46 110 156
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

(OR=0,627; p= 0,186)

Das Auftreten der Genotypen QQ, QR und RR bei Rairemit einer AFLD wurde in

Abhangigkeit zu dem Entziindungsgrad errechnet.lderozygote Genotyp fur Q223
trat bei Patienten mit milder Entziindung (GO-G1lx@& 21% der Falle auf, wahrend
Patienten mit progredienter Entziindung (G2-G3) &u4@% den homozygoten Geno-
typ 223QQ besalien (vgl.Tabelle19). Der heterozyGateotyp 223QR trat etwa gleich
haufig in den beiden Entzindungsgruppen auf. Dendaygote Genotyp 223RR fand

sich bei Patienten mit leichter Entziindung in 38,dét Falle und in der Gruppe mit
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schwerer Entzindung in 11,1% der Falle. Hierbeidgubignifikanz erreicht (p =
0,008).

Tabelle 19: Auftreten des Q223R Genotyps im AFLD-Ko llektiv in Abhangigkeit zum Ent-

ziindungsgrad
Entziindung
G0-G1 G2-G3 Gesamt
Genotyp Anzahl 9 17 26
% von Entziindung 21,4% 47,2% 33,3%
Anzahl 17 15 32
% von Entziindung 40,5% 41,7% 41,0%
Anzahl 16 4 20
% von Entziindung 38,1% 11,1% 25,6%
Gesamt Anzahl 42 36 78
% von Entziindung 100,0% 100,0% 100,0%

P = 0,008 (exakter Test nach Fischer)

Der Vergleich der Genotypen bei Patientenwehig Entziindung (G0-G1) und Patien-
ten mit ausgepragter Entzindung (G2-G3) ergab emerschiedliche Verteilung im
Auftreten des Q- und R-Allels (vgl.Tabelle 20).

Nach Errechnung des odds ratio gab es fur das étaftrdes Q-Allels ein signifikant

erhohtes Risiko fur eine Entztindung (odds ratig339 und p = 0,001).

Tabelle 20: Auftreten der Q223R Allele im AFLD-Koll  ektiv in Abh&angigkeit zum Entzin-

dungsgrad.
Entziindung
G0-G1 G2-G3 Gesamt
Allel Anzahl 35 49 84
% von Entzundung 41,7% 68,1% 53,8%
Anzahl 49 23 72
% von Entziindung 58,3% 31,9% 46,2%
Gesamt Anzahl 84 72 156
% von Entzindung 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 0,335, p = 0,001)

Das Autreten der Genotypen QQ, QR und RR wurdeendhung zum Steatosegrad 1
bzw. Steatosegrad 2-3 gesetzt. Der homozygote @GeA3QQ trat bei Patienten mit
geringer Steatose in 36,6 % der Falle auf, wahRattenten mit ausgepragter Steatose
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(Ste 2-3) zu 29,7 % den homozygoten 223QQ Genodgallen (vgl. Tabelle 21). Bei
der Verteilung des heterozygoten Genotyps Q223R ebanfalls kein grof3er Unter-
schied in Abh&ngigkeit zur Steatose zu erkenner243ersus 39%). Der homozygote
Genotyp 223RR kam auch bei Patienten mit ausgepr&geatose haufiger vor. Hierbei
wurde keine Signifikanz erreicht (p = 0,842).

Tabelle 21: Auftreten des Q223R Genotyps im AFLD-Ko llektiv in Abhangigkeit zum Stea-
tosegrad.

Steatose
Stel Ste2- Ste3 | Gesamt

Genotyp QQ Anzahl 15 11 26
% von Steatose 36,6% 29,7% 33,3%

QR Anzahl 16 16 32

% von Steatose 39,0% 43,2% 41,0%

RR Anzahl 10 10 20

% von Steatose 24,4% 27,0% 25,6%

Gesamt Anzahl 41 37 78
% von Steatose 100,0% 100,0% 100,0%

p= 0,842 (Exakter Test nach Fischer)

Beim Vergleich der Genotypen bei Patientenwahig Steatose (Stel) und Patienten

mit ausgepragter Steatose (Ste2-Ste3) war das €)-galvohl in der Gruppe Stel als

auch in der Gruppe Ste2-Ste3 etwas haufiger verr@tgl. Tabelle22).

Nach Errechnung des odds ratio gab es fur daséteftrdes Q- und R-Allels kein er-
hohtes Risiko fur eine Steatose (odds ratio = 1i#idlp = 0,553).

Tabelle 22: Auftreten der Q223R Allele im AFLD-Koll

segrad
Steatose
Stel Ste2-Ste3 Gesamt

Allel Q Anzahl 46 38 84
% von Steatose 56,1% 51,4% 53,8%

R Anzahl 36 36 72

% von Steatose 43,9% 48,6% 46,2%

Gesamt Anzahl 82 74 156
% von Steatose 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 1,211, p = 0,553)

ektiv in Abhéngigkeit zum Steato-
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4.4.3 Einfluss des Q223R-Polymorphismus auf den Exiindungsgrad und die
Fibroseprogression bei chronischer Hepatitis C

Das Auftreten der Genotypen QQ, QR und RR bei Ramemit einer HCV-Infektion
wurde in Abhangigkeit des Fibrosegrades errectidet.homozygote Genotyp 223QQ
trat bei Patienten mit milder Fibrose (S0-S2) in180 der Falle auf, wahrend Patienten
mit progredienter Fibrose (S3-S4) zu 40,6% den laygaten 223QQ-Genotyp besa-
Ben (vgl. Tabelle 23).

Dagegen war der heterozygote Genotyp 223QR haubgerPatienten mit leichter
Fibrose. Der homozygote Genotyp 223RR kam bei Rtatremit leichter und schwerer
Fibrose gleich haufig vor. Allerdings wurde keingrfikanz erreicht (p =0,320).

Tabelle 23: Auftreten des Q223R Genotyps im HCV-Kol lektiv in Abh&ngigkeit zum Fibro-
segrad

Fibrose
S0S2 S3s4 Gesamt

Genotyp QQ Anzahl 43 28 71
% von Fibrose 30,1% 40,6% 33,5%

QR Anzahl 71 28 99

% von Fibrose 49,7% 40,6% 46,7%

RR Anzahl 29 13 42

% von Fibrose 20,3% 18,8% 19,8%

Gesamt Anzahl 143 69 212
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

p= 0,320 (Exakter Test nach Fischer)

Nach Errechnung des odds-ratio war fur das Auiftreies R- oder Q-Allels kein erhh-
tes Risiko fir die Fibroseprogression vorhandem$adtio = 0,782, p = 0,245).
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Tabelle 24: Auftreten der Q223R-Allele im HCV-Kolle ktiv in Abhéngigkeit zum Fibro-

segrad.

Fibrose
S0S2 S3S4 Gesamt

Allel Q Anzahl 157 84 241
% von Fibrose 54,9% 60,9% 56,8%

R Anzahl 129 54 183

% von Fibrose 45,1% 39,1% 43,2%

Gesamt Anzahl 286 138 424
% von Fibrose 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 0,782, p = 0,245)

Das Auftreten der Genotypen QQ, QR und RR wurdébhéangigkeit des Entzin-
dungsgrades errechnet. Der homozygote Genotyp ©@ag8ei Patienten mit maliger
Entziindung (G1-G2) in ca. 35% der Falle auf, wathreatienten mit starker Entzin-
dung (G3-G4) zu ca. 20% den homozygoten Q223-Genoegallen (vgl. Tabelle 25).
Dagegen war der heterozygote Genotyp QR haufigeP&tenten mit starker Entzin-
dung. Der homozygote Genotyp 223R kam bei Patiemieteichter und schwerer Ent-
zandung etwa gleich haufig vor. Allerdings wurdeinke Signifikanz erreicht (p =

0,191).

Tabelle 25: Auftreten des Q223R-Genotyps im HCV-Kol lektiv in Abhangigkeit zum Ent-

zlindungsgrad.

Entziindung
G1-G2 G3-G4 Gesamt

Genotyp  QQ Anzahl 63 7 70
% von Entziindung 35,6% 21,2% 33,3%

QR Anzahl 79 20 99

% von Entziindung 44,6% 60,6% 47,1%

RR Anzahl 35 6 41

% von Entziindung 19,8% 18,2% 19,5%

Gesamt Anzahl 177 33 210
% von Entzundung 100,0% 100,0% 100,0%

P = 0,191 (exakter Test nach Fischer)

Der Vergleich der Patientengruppen miénig bis méaRig Entziindung (G1-G2) und
Patienten mit viel Entziindung (G3-G4) ergab keimsemtlichen Unterschiede im Auf-
treten des Q- und R-Allels.
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Nach Errechnung des Odds-Ratio war fir das Aufireties R- oder Q-Allels kein er-
hohtes Risiko fur Entzindung vorhanden (odds ratlg295 und p = 0,336).

Tabelle 26: Auftreten der Q223R-Allele im HCV-Kolle ktiv in Abhéngigkeit zum Entzin-
dungsgrad.

Entziindung
G1-G2 G3-G4 Gesamt

Allel Q Anzahl 205 34 239
% von Entziindung 57,9% 51,5% 56,9%

R Anzahl 149 32 181

% von Entziindung 42,1% 48,5% 43,1%

Gesamt Anzahl 354 66 420
% von Entziindung 100,0% 100,0% 100,0%

(OR = 1,295, p = 0,336)
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5 Diskussion

5.1 Verteilung der Genotypen und Allele des Q223Rdptinrezeptorgens in den

Patientenkollektiven

In der vorgelegten Arbeit wurde die folgende Gepuéyteilung im Probandenkollektiv
bestimmt: QQ 27,8%, QR 55,5% und RR 16,7%. Demgdggmwurde in anderen Stu-
dien eine abweichende Verteilung der homozygotemoGpen QQ und RR gefunden
[43, 104]. Wahrend bei den eigenen Daten der RReGyprl6 % ausmachte, sind nach
den Angaben des NCBI (National Center for Biotedbgy Information) fast 30% [43]
und nach der Studie von Wauters 23% RR-homozygatds R-Allel.

Der Unterschied kénnte sich darin begriinden, dassdér Genotyp-Erhebung eine
Auswahl der Kohorte durchgefiihrt wurde. So beziesieh die Daten von Wauters et
al. nur auf tlbergewichtige und adipdse Frauen.

In den Daten des NCBI wurde aber keine AuswahR#gsonen getroffen, sondern hier
handelte es sich um ein européaisches Kollektiv.

Bei den vorgelegten Erhebungen wurde im Vergleigtden bereits publizierten Stu-
dien eine fast gleiche Probenzahl fur den Leptepéar-Genotyp untersucht, so dass
der Grund der abweichenden Genotypverteilung nichginer unterschiedlichen Kol-
lektivgroRe zu suchen ist.

Eine weitere Ursache fur Unterschiede in den Erigsken der Genotypisierung konnte
in technischen Schwierigkeiten bei der Detektion Aliele liegen. Bei den durchge-
fuhrten Etablierungsarbeiten zeigte sich, dass\W@-Fluoreszenz bei der Sonden-
hybridisierung schwachere Signale ergab und dafthecbwierig zu interpretieren war.
Da in der eigenen Arbeit aber das Q-Allel durch\di€-Sonde dargestellt wurde, kann
eine fehlende Detektion hier nicht fir den unter@spntierten RR-Genotyp verantwort-
lich sein.
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Tabelle 27: Zusammenfassung der Verteilung der Gen otypen des Q223R-
Leptinreceptorgens in den Probanden- und Patientenk  ollektiven.
Genotyp Probanden NAFLD AFLD HCV
QQ 27,8 % 234 % 34,2 % 31,0 %
QR 55,5 % 51,8 % 40,5 % 51, 7%
RR 16,7 % 24,8 % 25,3 % 17,3 %

Betrachtet man jedoch im Vergleich zu den untermrchProbanden das NAFLD-

Kollektiv, so findet man hier eine Genotypvertetdymlie den Daten von Wauters et al.

entspricht.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Verteilung der Alle

in den Patientenkollektiven.

le des Q223R-Leptinrezeptorgens

Allel Probanden NAFLD AFLD HCV
Q 55,5 % 49,3 % 54.4 % 56,8 %
R 445 % 50,7 % 456 % 43.2 %

Gesamtverteilung der Allele in allen Patientenkollek

Allel Gesamt
Q 54.8 %
45,2 %

tiven (1546 Allele, n = 773)

Betrachtet man die Allelverteilung in dem Patiektdlektiv, so trat das Q-Allel in
55.5% der Falle und das R-Allel in 44,5% der Fale In friheren Studien wurde eine
geringfugig abweichende Allelhdufigkeit beobachWthrend im eigenem Probanden-
kollektiv die Haufigkeit des R-Allels 44,5% ausmeeshwar die Haufigkeit des R-Allels
im Kollektiv von Wauters et al 48,5% [104] und inolkektiv des NBCI mit ca. 55%
(54,2 - 55,1) jeweils hoher [43].

In einer Megastudie von Paracchini et al., in d&@iStudien zusammengefasst wurden,
wurde festgestellt, dass die Haufigkeit des R-Alkgbnifikant in den Kollektiven zwi-

schen ethnischen Gruppen variiert [70]. Das kaskasi Gesamtkollektiv mit 3309
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Teilnehmern bestand insgesamt aus zehn Einzelkiokek Die Haufigkeit des R-Allels
variierte in den Kollektiven zwischen 41% und 58%t einem Durchschnitt von 45%.
Daher liegt das Ergebnis der vorgelegten Arbeitisodie Ergebnisse der NBCI-
Referenz und des Wauters-Kollektivs im Bereichaldtretenden Variation, die in dem
Gesamtkollektiv der Megastudie gefunden wurde.

Diese Daten von Paracchini et al. bestatigen ddieehier vorgelegten Ergebnisse. Ein
weiteres Argument fur die Richtigkeit der vorgetsygtDaten, ist der Einsatz von defi-
nierten Positivkontrollen, die durch Klonierung ¢estellt und durch Sequenzierung
gepruft wurden. Die Positivkontrollen wurden, wreKapitel 3.1 beschrieben, fur die
Etablierung der SNP-Analyse eingesetzt, aber aecledem Lauf als interne Kontrol-
len mitgefihrt. Ebenfalls wurden die Anforderungims SNPs-Designs, wie von Stickel

und Osterreicher beschrieben, erfillt [99].

5.2  Auftreten der Q223R-Genotypen und Allele des linrezeptors bei Patien-

ten mit chronischen Lebererkrankungen

In den zu untersuchenden Kollektiven wurden derdBgnund das einzelne Allel in
Beziehung zu Fibrose, Entziindung und Steatosezje&stwurden Patientenkollektive
mit NAFLD, AFLD oder chronischen HCV-Infektion umgaicht.

Im gesamten NAFLD-Kollektiv waren die Genotypen uthas Allel normal verteilt
(vgl. 5.1) [43]. Ein erhOhtes Auftreten des Q- odes R-Allels in Patienten mit ausge-
pragter Fibrose, hohem Entziindungsgrad oder vetareBteatose konnte nicht gefun-
den werden.

Auch in dem HCV-Kollektiv konnte keine signifikanfessoziation eines Genotyps des
Leptinrezeptors mit den histologischen ParametemFibrose, Entzindung oder Stea-
tose gefunden werden. Demgegeniber wurde bei Ratieles AFLD-Kollektivs, die
den QQ-Genotyp besalRen, geringfligig haufiger eusgepragte Fibrose verzeichnet,
allerdings wurde keine Signifikanz erreicht.

Dagegen zeigte sich bei Betrachtung des Entzinduads, dass Patienten mit hohem
Entzindungsgrad haufiger das Q-Allel besal3en uet adéufiger homozygot fir das
Q-Allel waren. Diese Ergebnisse wiesen darauf tass der Leptinrezeptor, der auf
dem Q-Allel kodiert wird, die Entziindungsvorgangenifiu(3t.
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Bereits bei anderen Erkrankungen konnte eine Aatoni des Q- oder R-Allels des
Leptinrezeptors mit dem Krankheitsverlauf beobachtrden. Da die Leptinkommuni-
kation eine zentrale Rolle bei der Interaktion &fesulingleichgewichts und dem Fett-
stoffwechsel besitzt (Abb. 19), wurde in der Gruples "The Finish Diabetes Preventi-
on Study" die Auswirkungen des Q223R-Polymorphisraut die Entwicklung eines
Diabetes mellitus untersucht. Es konnte festgeésteltden, dass Patienten mit gestorter
Glukosetoleranz (IGT, Impaired Glucose Tolerance&) Worliegen des 223QQ-
Genotyps haufiger eine Diabetes mellitus Typ 2 ek®in als Patienten, die ein 223R-
Allel tragen [84].

Erhdhte Insulinspiegel
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Abb. 19: Bedeutung des Leptins fur die Fettsucht uth den Diabetes mellitus Die fehlende Leptin-
wirkung an den R-Zellen des Pankreas fiihrt zu Hgpelinamie, die dann wiederum fir die Adipogene-
se stimuliert und fur eine Vermehrung des Fettg@seakerantwortlich ist. Das vermehrte Fettgewebe hat
einen erhodhten Leptinspiegel zur Folge, die zurebggierung der Leptinsignale fuhrt. Letztendlich
kommt es durch decirculus vitiosuszur B-Zelldysfunktion mit gestérter Insulinprodigkt und folgender
Diabetes mellitus(nach [92]; entnommen aus der Dissertation von K. Laubner, Nra#tultat der Uni-
versitat Wirzburg, 2005)

Auch wurde beobachtet, dass Patienten aus diesdekifomit dem QQ-Genotyp eher
von einer Anderung des Lebensstils profitieren kiinals andere Genotypen, um einer
Diabetes Typ 2 vorzubeugen. Damit kann der Q223RrRwrphismus als ein wichtiger
Einflussfaktor bei IGT-Patienten gesehen werden.

Auch in der Arbeit von Chiu et al. wurde die Auskuing des Q223R-Polymorphismus
auf die Insulinsensitivitat untersucht [14]. Hierlaeigte sich, dass Patienten, die ein R-
Allel besalRen ein erhdhtes Risiko fur das MetabbésSyndrom haben. Patienten, die

mindestens ein R-Allel besalRen, hatten hohere QGesamd LDL-Cholesterolwerte,
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sowie hohere Insulin- und Glukosekonzentrationeroralen Glukosetoleranztest. Da-
her kdnnte das R-Allel ein Risikofaktor fur eineuinresistenz sein.

In der Arbeit von Rosmond et al. wurde der Einfldes Leptinrezeptors auf den Blut-
druck untersucht [83]. Hierbei konnte ein signifikaiedriger systolischer und diastoli-
scher Blutdruck bei den homozygoten 223RR-Genotypevergleich zu den homozy-
goten 223QQ-Genotypen beobachtet werden. Die Ergmbniveisen darauf hin, dass
Leptin nach Stimulierung des Leptinrezeptors inRligdruckregulation involviert ist.
Dabei kdnnte der 233RR-Genotyp des Leptinrezegioes schiitzende Wirkung auf die
Hypertonie haben. Da Fettsucht haufig mit Hypegorerbunden ist [54], schlagt Ros-
mond et al. vor, dass das Auftreten des R-Allelssenantwortlich sei, dass nicht alle
fettslichtigen Patienten unter Hypertonie leiden].[38 Bedeutung des Leptinsignal-
weges fur die Fettsucht konnte erstmals in Knodkh@usen gezeigt werden [38]. Bei
fettstichtigen Menschen wurden ebenfalls erhohteirséreptinwerte nachgewiesen
[17]. Die Rolle des Leptins fur die Fettsucht rstAbb. 20 dargestellt.

Die interagierende Rolle des Leptinsignalweged kid®nnen, dass ein angenommener
funktioneller Einfluss des Q223R-LeptinrezeptoryPobrphismus vielféaltige Auswir-
kungen im Glukosestoffwechsel und im Fetthaushaliteh wirde. Portoles et al. legte
dar, dass das Q-Allel haufiger in fettleibigen Batien zu finden sei, wéhrend das R-
Allel haufiger in der Kontrollgruppe vorkam [75].aber stellt sich die Frage, ob ein
Zusammenhang zwischen Polymorphismen des Leptipt@zeund Fettsucht besteht.
Dies wurde in einer Meta-Analyse von Heo et alewsucht. Hierbei konnte trotz der
groRen Teilnehmerzahl kein Zusammenhang zwischen Atainosaureaustauschen
K109R, K656N, und Q223R des Leptinrezeptors undnedérter Fettsucht gefunden
werden [40].

Auch die Ergebnisse an unserem NAFLD-Kollektiv @sutlarauf hin, dass es keinen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines bestimillels des Leptinrezeptors
und dem Fettstoffwechsel gibt, denn auch hier eesgth keine Assoziation zwischen

dem Auftreten des Q223R-Polymorphismus und verreeftieatose in der Leber.
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Abb. 20: Rolle des Leptins in adiposinsularen Achsdnsulin stimuliert die Leptinsynthese im Fettge-
webe. Leptin hemmt die Insulinsekretion in R-Zeltkss Pankreas. Diese Signallbertragung integiirert d
Kopplung von Glukosehomdostase und Fettgewebssitatden Regelkreis der Steuerung des Energie-
haushaltes durch Leptin. Im Hypothalamus wird da&iingsaufnahme durch Leptin gehemmt und der
Energiehaushalt stimuliernach [92]; entnommen aus der Dissertation von K. Laubner, Nradultat

der Universitat Wiirzburg, 2005)

Nicht nur in Vorgangen des Glukose- und Fettstoffwgels, sondern auch im Bereich
der Pathogenese von Tumoren besteht die Hypottiase,der Q223R-Polymorphismus
von Bedeutung ist [97]. Eine signifikante Assozatizwischen dem heterozygoten
Auftreten des Q223R-Genotyps, zwischen dem homdewgduftreten des 223RR-
Genotyps und dem Auftreten von Mammakarzinomen wumceiner Studie von Snous-
si et al. gefunden [97]. AuRerdem war die Anwesédrdes R-Allels mit einer vermin-
derten Gesamt-Uberlebensrate assoziiert.

Neuere Studien weisen darauf hin, dass Leptin sbaialmitogener, als auch proangi-
ogenetischer Faktor in verschiedenen Zellmode#efilD1]. Auch konnte dokumentiert
werden, dass humane Mammakarzinom-Zelllinien undhmatumore Leptin und Lep-
tinrezeptoren exprimieren kénnen [8, 44, 49, 56]ahderen Studien wiederum wurde
kein Zusammenhang zwischen dem Q223R-Polymorphismdsinem erhdhten Risi-
ko fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms gefunf8].

In der Studie von Snoussi et al. wird der A/G-Padypthismus an Position -2548 des
Peptinrezeptorgens betrachtet. Patientinnen, diddllel besitzen, haben ein deutlich
erhohtes Risiko fur das Mammakarzinom. Bei homommoAuftreten des A-Allels
zeigte sich ein dreifach erhdhtes Risiko fur digvicklung eines Mammakarzinoms.
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Prognostisch ist ebenfalls das A-Allel mit eined@eren TumorgrofRe zum Diagnose-
zeitpunkt und mit einer kiirzeren, krankheitsfreléiverlebenszeit verbunden [97]. Die-
se Daten unterstreichen den Einfluss der genetiseleianten des Leptinrezeptors bei

der Mammakarzinogenese.

5.3 Bedeutung der Allelvarianz fiir den Leptinsignalveg

Insgesamt geben frihere Studien kein eindeutigésb Bier die pathophysiologische
Rolle des Q223R-Polymorphismus des Leptinrezept®esde Metastudien [40, 70]
sehen keinen Zusammenhang mit dem Risiko fir dieviEklung eines Metabolischen
Syndroms, wahrend Einzelberichte durchaus eine Zisson mit dem Q-Allel und
Fettsuchterkrankungen und eine Assoziation desI|&sAimit Tumorerkrankungen se-
hen (zusammengefasst in Abb. 21).

Diese widerspruchlichen Daten sprechen dafiir, dassh die komplexe Einbindung
des Leptinsignalweges in vielfaltige Stoffwechsejeesich der funktionelle Einfluss
des Q223R-Polymorphismus des Leptinrezeptors witiexdlich darstellt. Bislang sind
keine Studien bekannt, in denen der Einfluss degtimezeptors bei chronisch-
entziindlichen Erkrankungen untersucht wurde.

Die eigene Arbeit hat diese Fragestellung erstaadgegangen und zeigt auch hier kein
einheitliches Bild bei den chronischen Lebererktanmgen AFLD, NAFLD oder der
chronischen HCV-Infektion.

Wahrend man bei der AFLD eine signifikante Assoaratles Entziindungsgrades mit
dem Q-Allel findet, ist das bei der NAFLD oder d¢€V-Erkrankung nur trendweise
oder gar nicht zu beobachten. Mdglicherweise wiedade bei der NAFLD oder der
HCV-Hepatitis dieser Aspekt durch andere Parameteteckt.

Es ist bekannt, dass Leptin in entziindlichen Peereden JAK/STAT-Weg am Leptin-
rezeptor stimuliert [100] und so den proinflammascinen und profibrogenen Prozess
beglnstigt [48]. Leptin hat die Fahigkeit, die TIMRGenexpression zu stimulieren und
die TIMP-1-Produktion in aktivierten Hepatischerei®tzellen, die als die zentralen

Zellen der Fibrogenese gelten, zu erhéhen. DieSektEgeht einher mit einer erhdhten
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kein Einflu®

s
kein Einflull auf Fibrose T Metastudien: Heo et al. [40],

Entziindung, Steatose bei NAFLD, Parrachini et al. [70] und darin
chronischer HCV- Infektion enthaltene Artikel

Q 223-Leptinrezeptor R

Progression der Fibrose &

vermehrte Entziindung
bei AFLD
b

/ >

" i
erhohte Fettsucht, Portales et al.[75] erhdhte Fettsucht Yiannokouris et al. [110],
erhdhte Fettsucht & erhdhtes Risiko Mammakarzinom [97]
vermehrte Hypertension, Rosmond et al. [83] Erhohtes Risiko Non.Hodgkin Lymphom [107]

vermehrter Diabetes mellitus &
erhohte Insulineresistenz, Chiu et al. [14],

Abb. 21: Zusammenfassende Darstellung zu Studien Uberatboghysiologischen Einfluss des Q223R-
Polymorphismus des Leptinrezeptors (in Blau: Erggdender vorliegenden Arbeit, in Schwarz: Ergeb-

nisse friherer Studien).

Phosphorylierung der Leptin-Signaltransduktorenyad von JAK1 und JAK2, als
auch von STAT3 und STATS5, und ist begleitet voneeiarhéhten Phosphorylierung
des Leptinrezeptors [9]. Es wurde von Neeraj elaghgewiesen, dass es nach Aktivie-
rung des Leptinrezeptors zu einer Erh6hung dera@efiI-Expression kommt. Auch
konnte man zeigen, dass Leptin von aktivierten p8&cuziert wurde [86].

Da der Leptinsignalweg in entziindliche Prozessd.dber involviert ist, unterstreichen
die Ergebnisse am AFLD-Kollektiv die Hypothese,glder Q/R-Aminosdureaustausch
im Leptinrezeptorgen auch bei der Aktivitat deripflammatorischen Signale des Lep-
tins von Bedeutung ist.

Zukunftige Meta-Studien an besser charakterisigPatientkollektiven mit chronischer
Lebererkrankung, in denen die wesentlichen, demkteitsverlauf beeinflussenden
Faktoren bekannt sind, sind notwendig, um die R@rameter aufzuschlisseln und
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den moglichen Einflulz des Leptinrezeptorpolymorphis unter Berlcksichtigung

wechselseitiger Interaktionen zu definieren.
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6 Zusammenfassung

In Deutschland sind 3,5 Millionen Menschen von Lreblkrankungen betroffen. Die
alkoholtoxische Leberschadigung, Fettlebererkragknrund die Hepatitis-C Infektion
gehoéren zu den wichtigen Ursachen eines chronis¢ledaufes, der durch stetige Ver-
narbungsprozesse gekennzeichnet ist und zu eiteati$ichen Umbau der Leber fihrt.
Die Leberzirrhose als Endstadium der fibrotischanstbukturierung der Leber wird
unterschiedlich schnell erreicht und hangt von tlishen leberschadigenden Risiko-
faktoren ab. Jungste Ergebnisse zeigten, dass ldigigkung des Leptin-Signalweges
fibrogene Mechanismen bei experimenteller toxis¢tepatitis stimuliert.

In der vorgelegten Arbeit wurde der genetische molphismus Q223R im Gen des
Leptinrezeptors als moglicher beeinfluBender Fakiodie Progression der Leberscha-
digung untersucht. Das Gen des Leptinrezeptorsinegrhalb des Chromosomenlokus
1p31. Ein Punktmutationspolymorphismus fuhrt zueginAminosaureaustausch Glu-
tamin [Q] zu Arginin [R] an Position 223, der mdagjerweise mit einem erhdhten Risi-
ko der Insulinresistenz und der Fettsucht assoigerUber die Auswirkung des Poly-
morphimus auf die profibrogenen Signalwege desihsgiei chronischen, fibrotischen
Erkrankungen lagen bislang keine Studien vor. Rérhier vorgelegten Untersuchun-
gen des Polymorhismus wurde die Glutamin- und dignakodierende Sequenz klo-
niert, um als Kontrollsystem bei der allelischersiiminierung zu fungieren. Die Dif-
ferenzierung der Allele wurde mit fluoreszenzenmeatlken Minor Groove Binder-
(MGB) Sonden in einem Real-Time-PCR-Assay etablech erfolgreicher Detektion
geringer Kopienzahlen (10000 Kopien ) beider Adetien wurde der Ansatz auf DNA,
die aus formalinfixierten, paraffineingebetteterolf&n stammte, Ubertragen. Fir die
Untersuchungen wurde 137 Patientenproben mit ridttaltoxischer (NAFLD), 79
Proben mit alkoholtoxischer (AFLD) und 294 Probeit amronischer HCV-positiver
Hepatitis herangezogen. Daneben wurde der Polyrnsompis von 263 gesunden Blut-
spendern bestimmt und die folgende Genotypvertgilachgewiesen QQ 27,8%, QR
55,5% und RR 16,7%. In den Patienten mit chronisdtebererkrankungen kam es zu
einer ahnlichen Verteilung. 54,8% der untersuctirersonen (n=773) besal3en das Q-
Allel und 45,2 % das R-Allel. Diese Verteilung gmtsch den Literaturangaben in der
europaischen Bevolkerung. Im Weiteren wurde die dBgnn und Allelverteilung in
Verbindung der pathologischen Angaben zum Schwadeder entzindlichen Leber-
veranderungen, dem Fibrosestadium und der Steéktsachtet. Weder das Q-Allel
noch das R-Allel trat bei fortgeschrittenen NAFL&der HCV-assosziierten Hepatiti-
den haufiger auf als bei Patienten im AnfangsstadiGenotypen mit dem Q-Allel
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wurden aber signifikant haufiger in Proben von AFBBtienten mit hohem Entzin-
dungsgrad nachgewiesen. Ein funktioneller Einflld @223R-Polymorpismus des
Leptinrezptors bei AFLD -Patienten wird daher dis&d, der moglicherweise bei HCV
oder NAFLD-Patienten durch andere beeinflussendanketer Gberlagert ist.
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