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Zusammenfassung

Weltweit sind 130 bis 170 Millionen Menschen mit dem Hepatitis C-Virus infiziert.
Trotz der immer erfolgreicher werdenden interferonbasierten Therapie bei der
chronischen Hepatitis C (v.a. seit Einfuhrung der pegylierten Interferone), gibt es
noch eine groRe Anzahl an Patienten, bei denen keine Ausheilung erzielt werden
kann. Zudem findet sich bei einem Teil der therapierten Patienten trotz fehlenden
Nachweises von HCV-RNA im Blut immer noch eine erhdhte Aktivitat der
Leberenzyme GOT, GPT und y-GT. Es wurden zunehmend patientenbezogene
Faktoren ermittelt, die einen Einfluss auf das Ansprechen einer Therapie mit
pegyliertem Interferon und Ribavirin haben. Kirzlich konnte der Polymorphismus
V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP als ein solcher Faktor ausgemacht
werden.

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, an einem Kollektiv (n=260) von zuvor
therapienaiven Patienten retrospektiv zu Uberprufen, ob der Polymorphismus
V444A einen Einfluss auf die Hohe der Aktivitat von GOT, GPT und y-GT der
Patienten hat, die unter der antiviralen Therapie mit pegyliertem Interferon und
Ribavirin ohne Nachweis von HCV-RNA sind. Zusatzlich soll untersucht werden,
ob sich der Einfluss von V444A auf das Therapieansprechen auch am
vorliegenden  Kollektiv zeigen lasst. Hierzu wurde einerseits das
Therapieansprechen in Abhangigkeit vom Polymorphismus V444A evaluiert,
andererseits die Aktivitat von GOT, GPT und y-GT zu festen Zeitpunkten bestimmt
und in Beziehung zum Polymorphismus V444A gesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der Patienten, die mit HCV-
Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, die Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen signifikant
haufiger dauerhaft auf die antivirale Kombinationstherapie ansprachen als die
ubrigen Patienten (65,5% vs. 46,0% SVR, p=0,042). Zudem fand sich ein
signifikant schlechteres Ansprechen der homozygoten Patienten gegentber den
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen (65,5% vs. 40,3 %, p=0,018). Der
Polymorphismus V444A ist folglich ein Faktor, der das Ansprechen auf eine
Therapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin der chronischen Hepatitis C
signifikant beeinflusst, und man koénnte sich dies eventuell im Sinne einer
individualisierten Therapie zu Nutze machen.

Die Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum wurde 12 und 24 Wochen nach
Beginn der antiviralen Therapie bestimmt. Analysiert wurden die Patienten, die
zum jeweiligen Zeitpunkt ohne Nachweis von HCV-RNA (PCR) waren. In Bezug
auf eine erhohte Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum zu den oben
genannten Zeitpunkten =zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei
Betrachtung des Polymorphismus V444A. Dieses lasst zwei Schlussfolgerungen
zu: erstens, dass der Polymorphismus V444A keinen Einfluss auf die Hohe der
Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum bei Patienten hat, die unter einer
antiviralen Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin ohne
Nachweis von HCV-RNA sind. Zweitens ware es madglich, dass ein Einfluss
besteht, dieser aber in der vorliegenden Studie nicht verdeutlicht werden konnte.
Grinde fur Letzteres konnten darin liegen, dass die Anzahl der Patienten, die in
die Studie eingeschlossen wurden, zu gering war, um kleine Unterschiede
statistisch signifikant hervorzuheben. Zusatzlich muss in Erwagung gezogen
werden, dass die Hohe der Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum zusatzlich
durch Ernahrung, Komedikation und Komorbiditaten der Studienteilnehmer
beeinflusst worden sein konnte und so ein Einfluss des Polymorphismus V444A
verschleiert wurde.
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Die WHO gibt die Zahl der Menschen, die weltweit chronisch mit dem Hepatitis C-
Virus infiziert sind, zwischen 130 und 170 Millionen an. Dieses entspricht in etwa
3% der Weltbevolkerung. Anhand dieser sehr grollen Anzahl wird die globale
Bedeutung der Hepatitis C-Virusinfektion fur die menschliche Gesundheit
ersichtlich. Regional lassen sich in Bezug auf Inzidenz und Pravalenz erhebliche
Unterschiede feststellen. Schatzungen gehen von ca. 9 Millionen chronisch
Infizierten in Europa und ca. 3-4 Millionen chronisch Infizierten in den USA aus.
Die weltweit hochste Pravalenz wird aus Agypten und Zentralafrika berichtet
{Manns 2006}.

In den Landern der WHO-Region Europa schwankt die Pravalenz von HCV-
Infektionen zwischen 0,003% und 4,5%, wobei Lander im Norden Europas
niedrige Pravalenzraten (<=0,1%) und Lander im Osten und Suden hohe
Pravalenzraten (>1,2%) aufweisen. Innerhalb verschiedener
Bevolkerungsgruppen lassen sich ebenfalls Unterschiede feststellen. So sind die
hochsten Pravalenzraten bei der Gruppe der Personen, die intravends Drogen
konsumieren (Intravenous drug users/IDU), zu finden. In Europa liegen diese
Raten zwischen 15% und 90% bei i.v.-Drogenkonsumenten {Muhlberger 2009}.

In der Bundesrepublik Deutschland kann man einen grof3en Teil des Unterschieds
der Inzidenzraten zwischen landlichen Regionen und groRstadtischen Regionen
auf diese hohe Durchseuchung bei Drogenkonsumenten, die intravenos
konsumieren, zurtuckfuhren. In stadtischen Gebieten leben wesentlich mehr i.v.-
Drogenkonsumenten als auf dem Land. Daruber hinaus zeigt sich in Deutschland
auch eine Differenz der Inzidenzraten in Bezug auf Geschlecht und Alter. Mit
durchschnittlich 8,2 Neuinfektionen pro Jahr auf 100.000 Einwohner bei Mannern
und Jungen ist die Neuerkrankungsrate gegentber 5,0 pro Jahr auf 100.000
Einwohner bei Frauen und Madchen erheblich erhdht. Im Hinblick auf das Alter
lasst sich in Deutschland ein Haufigkeitsgipfel der an das Robert Koch Institut
ubermittelten Hepatitis-C-Erstdiagnosen bei der Gruppe der 25- bis 29-Jahrigen
erkennen {Robert Koch Institut 2010}.

10



AbschlieRend muss festgehalten werden, dass sich die Erhebung
epidemiologischer Daten zur Hepatitis C-Virusinfektion teilweise nicht
zufriedenstellend gestaltet. Zum einen ist dieses der Tatsache geschuldet, dass
eine akute Hepatitis C-Virusinfektion in den meisten Fallen klinisch stumm verlauft
und diese deswegen gar nicht erkannt wird mit der Folge, dass Inzidenzraten sich
eher auf erstdiagnostizierte Falle und nicht auf Neuinfektionen beziehen. Zum
anderen halten viele Lander die Daten zu Hepatitis C-Virusinfektionen nicht
systematisch fest. Die von diesen Landern herausgegeben Daten beruhen zu
einem grof3en Teil auch auf Schatzungen {Muhlberger 2009}, {Alter 2007}.

1.2 Ubertragungswege

Der parenterale Ubertragungsweg ist hauptséchlich fir die Ausbreitung des
Hepatitis C-Virus verantwortlich. In der Vergangenheit war es vor allem die
Transfusion von Blutprodukten und Blutkonserven, die fir eine gro3e Anzahl an
Hepatitis C-Virusinfektionen verantwortlich war. Das Risiko der Ubertragung tber
Bluttransfusionen wurde jedoch mit Einfuhrung der Antikorper-Testung von
Blutspendern erheblich reduziert. Zu Anfang der 90er Jahre wurde in den meisten
hoch entwickelten Landern die Antikdrpertestung etabliert und das
Ubertragungsrisiko wurde auf ca. 1:200.000 reduziert. Nachdem in Deutschland,
wie auch in anderen Staaten, seit 1999 die Testung von Spenderblut auf HCV-
RNA durch PCR vorgeschrieben ist, konnte das Ubertragungsrisiko auf einen Wert
<1:1.000.000 gesenkt werden {Prati 2006}, {Manns 2006}.

Aktuell ist der intravendse Drogenkonsum der wichtigste Ubertragungsweg fiir
eine Hepatitis C-Virusinfektion. Needle-sharing, also der Gebrauch von Kanulen
und Spritzen, die bereits zuvor von einer anderen Person benutzt wurden, kann
hier flr die hohe Infektionsrate in dieser Gruppe verantwortlich gemacht werden.
Mit 40% stellt intravendser Drogenkonsum den am haufigsten genannten
Risikofaktor bei Befragung der neu gemeldeten HCV-Infizierten in Deutschland
dar. In der Gruppe der 15- bis 49-Jahrigen gaben sogar 78% der Manner und 60%
der Frauen diesen Risikofaktor an. In den Vereinigten Staaten gehen zwei Dirittel
aller Neuinfektionen auf den intravenésen Drogenkonsum zurick {Sulkowski
2005}, {Murphy 2000}, {Walter 2005}.
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Ein weiterer Ubertragungsweg wird in der sexuellen Ubertragung gesehen. Da das
Hepatitis C-Virus in Ejakulat und Vaginalsekret von viramisch Infizierten
nachgewiesen werden konnte, muss man diesen Ubertragungsweg als prinzipiell
modglich erachten. Fur heterosexuelle, monogame Partnerschaften ist das
Ubertragungsrisiko allerdings sehr gering. Es konnte im Rahmen einer Studie, die
heterosexuelle, monogame Partnerschaften, bei denen ein Partner HCV-infiziert
war, uUber zehn Jahre beobachtete, keine der aufgetretenen Hepatitis C-
Virusinfektionen auf den sexuellen Kontakt mit dem Partner zurtickgefuhrt werden.
Das Ubertragungsrisiko fiir heterosexuelle, monogame Partnerschaften wird
deswegen studienubergreifend lediglich mit 0% bis 0,6% pro Jahr angegeben. Bei
Personen, die ein risikoreiches Sexualverhalten - zum Beispiel haufig wechselnde
Sexualpartner - aufweisen, ist das Risiko erhoht. In den letzen Jahren wurde
zunehmend von HCV-Ubertragungen bei homosexuellen Mannern, deren
Sexualpartner mit HIV und HCV koinfiziert waren, berichtet. Hierin ist ein weiterer
bedeutender Risikofaktor zu sehen {van de Laar 2010}, {Leruez-Ville 2000},
{Manns 2006}, {Vandelli 2004}.

Bei der Ubertragung von der Mutter auf das Kind erscheint vor allem die Zeit der
Geburt von Bedeutung. Die peripartale Ubertragungsrate des Hepatitis C-Virus
betragt 4% bis 7% von Muttern auf ihre Kinder, wenn bei der Mutter eine Viramie
nachgewiesen werden kann {Roberts 2002}, {Pembrey 2005}. Das Risiko einer
Ubertragung von HCV-RNA positiven Patienten auf medizinisches Personal durch
eine Nadelstichverletzung wird auf unter 2% geschatzt, allerdings lassen sich auch
Angaben mit einem Ubertragungsrisiko von bis zu 10% finden {Mauss 2012}.
Neben den zuvor genannten gibt es noch weitere Risikofaktoren flr eine HCV-
Ubertragung. Hierzu zéhlen Tatowierungen und religidse Skarifizierung, sowie
Piercings und Infusionen von Immunglobulinen. Obwohl so Vviele
Ubertragungswege fiir das Hepatitis C-Virus bekannt sind, ist es bei einer grofken
Anzahl von Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion, in manchen Studien
bis zu 40%, nicht mdglich, den Ubertragungsmodus zu identifizieren {Murphy
2000}, {Walter 2005}.
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1.3 Klinik und nattrlicher Verlauf

Die akute Hepatitis C-Virusinfektion hat in der Regel einen milden Verlauf und
bleibt meistens klinisch inapparent {Manns 2006}, {Maheshwari 2008}, {Mauss
2012}. Die Inkubationszeit ist variabel und betragt im Mittel ca. 6 bis 12 Wochen.
HCV-RNA lasst sich frihestens innerhalb weniger Tage bis zu acht Wochen nach
Exposition erstmalig mittels PCR im Serum nachweisen. Anti-HCV-Antikorper
kénnen innerhalb von acht Wochen nach Infektion nachgewiesen werden.
Allerdings finden sich bei mehr als der Halfte der Patienten nach 10 Wochen keine
Anti-HCV-Antikorper {Manns 2006}, {Maheshwari 2008}, {Hoofnagle 1997},
{Mauss 2012}. Eine Erhdhung der Transaminasen lasst sich nach ungefahr 6 bis
12 Wochen feststellen. Die Werte Ubersteigen selten das zehn- bis dreiRigfache
des oberen Normalwerts {Maheshwari 2008}, {Mauss 2012}.

Haufig werden unspezifische Beschwerden geaufert, die sich im
Prodromalstadium oder begleitend manifestieren und denen eines grippalen
Infekts entsprechen. Zu den am meisten genannten Symptomen zahlen Mudigkeit,
Myalgie, Ubelkeit, Erbrechen und ein Druckgefiinl oder Druckschmerz im rechten
Oberbauch {Manns 2006}, {Maheshwari 2008}, {Orland 2001}, {Mauss 2012}.
Hepatitisspezifische Symptome, wie lkterus, Stuhlentfarbung und Dunkelfarbung
des Urins, sind weniger haufig. In der Literatur wird der Anteil der Patienten mit
einem ikterischen Verlauf der akuten Hepatitis C-Virusinfektion mit weniger als
25% angegeben {Maheshwari 2008}, {Mauss 2012}.

Die chronische Hepatitis C-Virusinfektion ist durch eine Viruspersistenz, die langer
als sechs Monate andauert, definiert. Eine spontane Viruselimination stellt sich
namlich spater als sechs Monate nach der Erstinfektion nur aullerst selten ein
{Lauer 2001}. Der Anteil der Infizierten, bei denen dauerhaft HCV-RNA
nachgewiesen werden kann, die also chronisch infiziert sind, wird in der Literatur
unterschiedlich angegeben. Es lassen sich Werte von 55% bis 90% finden {Seeff
2002}, {Lauer 2001}, {Strader 2004}. Verlauft die akute Hepatitis C-Virusinfektion
symptomatisch, ist der Anteil der Patienten, die das Virus spontan eliminieren,
grolder als 50% {Gerlach 2003}. Im Vergleich zu anderen viralen Hepatitiden ist die
Chronifizierungsrate dennoch hoch {Liaw 2009}.

Die Spontanheilung beglnstigende Faktoren sind Genotyp 3 des Hepatitis C-
Virus, weibliches Geschlecht und eine rasche Abnahme der Viruslast innerhalb
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von vier Wochen nach Erstdiagnose. Zugehorigkeit zu der ethnischen Gruppe der
Afroamerikaner und eine Koinfektion mit HIV sind mit einer niedrigeren Rate an
Spontanheilungen assoziiert {Maheshwari 2008}.

Die Symptome der chronischen Hepatitis C-Virusinfektion sind ebenfalls nicht
pathognomonisch, sondern unspezifisch. In der Mehrzahl der Falle klagen die
Patienten Uber extrahepatische Manifestationen, die die Lebensqualitat mindern
{Mauss 2012}, {Poynard 2003b}. Das am haufigsten genannt Symptom ist
Mudigkeit. Mehr als die Halfte aller Patienten mit chronischer HCV-Infektion und
sogar drei Viertel derer, die als Folge eine Leberzirrhose entwickelt haben,
berichten dariber {Tong 1995}, {Seeff 2002}, {Merican 1993}. Als haufigstes
korperliches Zeichen lasst sich eine Hepatomegalie beobachten. Dartber hinaus
stehen abdominelle Schmerzen, Gewichtsverlust, Arthralgie, Myalgie und Pruritus
haufig mit der chronischen Infektion in Verbindung. Ikterus hingegen tritt selten auf
{Seeff 2002}, {Merican 1993}, {Tong 1995}, {Mauss 2012}.

Die Transaminasenaktivitdt im Serum, als klinisch-chemischer Parameter der
Leberentziindung, variiert stark im natirlichen Verlauf der chronischen Hepatitis
C-Virusinfektion {Hoofnagle 2002}. Faktoren, die die Werte beeinflussen, sind
Alter, Geschlecht, Korpergewicht und Ethnizitat {Strader 2004}. In vielen Studien
wird haufig die GPT alleinig betrachtet, da diese im Gegensatz zur GOT, die
zusatzlich zahlreich in Herz- und Skelettmuskel zu finden ist, vorwiegend in der
Leber vorkommt. Die haufigste Ursache fur eine Erhohung der GPT stellt eine
Leberzellschadigung dar {Demme 2000}. Es wird angenommen, dass bei ca. 30%
der chronisch Infizierten dauerhaft eine normale GPT-Aktivitdt nachgewiesen
werden kann. Weitere 40% weisen Werte auf, die nicht Uber das Zweifache der
Norm erhoht sind {Bacon 2002}. Nur selten wird das Zehnfache der oberen
Normgrenze Uberschritten {Mauss 2012}. Ein Zusammenhang zwischen Hohe der
Transaminasenaktivitat und der Schwere der Symptome konnte nicht
nachgewiesen werden {Merican 1993}. Auch der Zusammenhang zwischen
histologischem Status und Hohe der GPT-Werte ist nicht endgultig geklart.
Obwonhl einige Forscher von einer unauffalligen Leberhistologie bei normwertiger
GPT-Aktivitat berichten, ist in der Mehrheit der Studien auch bei einem Grofiteil
der Patienten mit normaler Transaminasenaktivitdt zumindest eine geringgradige
Fibrosierung und Entzindung der Leber gefunden worden {Pradat 2002}, {Puoti
2002}.
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Der naturliche Verlauf der chronischen Hepatitis C-Virusinfektion ist durch ein
Voranschreiten des Fibrosierungsgrades als Folge der chronischen Entzindung
des Leberparenchyms gekennzeichnet. Im weiteren Verlauf entwickelt sich bei
einem Teil dieser Patienten eine Leberzirrhose, ein noch geringerer Anteil dieser
bildet wiederum ein hepatozellulares Karzinom (HCC) aus. Die Entwicklung dieser
Langzeitkomplikationen schreitet nur langsam voran. So tritt eine Zirrhose erst
nach mehreren Jahren oder Jahrzehnten auf, im Mittel circa nach 30 Jahren
{Marcellin 2002}, {Hoofnagle 2002}. In diesem Fall ist die Prognose allerdings
aulderst schlecht {Fattovich 1997}.

Heutzutage wird angenommen, dass die Erkrankung einer Dynamik, die in vier
Phasen unterteilt werden kann, unterliegt. Mit jeder Phase nimmt die
Geschwindigkeit des Voranschreitens der Fibrosierung des Leberparenchyms
konsekutiv zu. In den ersten 10 Jahren nach Infektion zeigt sich haufig keine oder
kaum Veranderung des Leberparenchyms. In der letzen Phase, ca. 30 Jahre
spater, nimmt der Fibrosierungsgrad rapide zu {Poynard 2001}.

In der Vergangenheit wurde untersucht, in wie weit die Hohe der initialen GPT-
Aktivitat mit dem Voranschreiten der Fribosierung korreliert. Dies konnte noch
nicht hinreichend beurteilt werden, da aufgrund des insgesamt langsamen
Progresses sehr lange Beobachtungszeitraume notwendig sind. Dennoch muss
angenommen werden, dass erhdhte Transaminasen mit einem hdheren Risiko fur
ein rascheres Voranschreiten der Fibrosierung assoziiert sind {Pradat 2002},
{Marcellin 2002}, {Ghany 2003}, {Wilson 2006}. Das Vorliegen einer Infektion mit
Genotyp 1 und die Hohe der Viruslast stehen mit einer rascheren Progredienz der
Fibrosierung in Verbindung {Niederau 1998}.

Studien, die sich damit beschaftigten, bei welchem Anteil der Patienten sich aus
einer fibrotischen eine zirrhotische Leber entwickelt, zeigen unterschiedliche
Ergebnisse. Junge Frauen in Deutschland und Irland, die sich durch eine
kontaminierte Anti-D-Prophylaxe infizierten, bildeten nach 17 bis 25 Jahren
lediglich zu 0,5 bis 2% eine Leberzirrhose aus {Kenny-Walsh 1999}, {Wiese 2005}.
In einer prospektiven Kohortenstudie aus Deutschland entwickelten 16% der
Patienten eine Zirrhose bei einem Follow-up von 9 bis 22 Jahren {Niederau 1998}.
Bei Patienten, die eine Postransfusionshepatitis, die meist durch HCV verursacht
wurde, erlitten, konnte nach 25 Jahren bei 35% der Patienten mit erhdhten

Transaminasen eine Leberzirrhose festgestellt werden {Seeff 2001}.
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit wird dann mafgeblich durch das Stadium der
Leberzirrhose bestimmt. Nach 10 Jahren betragt sie bei Patienten ohne
Dekopmensationszeichen (Child-Pugh-Score 5/6) noch 79% {Manns 2006}. Das
Risiko einer hepatischen Dekompensation liegt bei ca. 5% pro Jahr. Klinisch stellt
sich die Dekompensation meistens initial mit Aszites dar. Anschlielend treten
gastrointestinale  Blutungen  (hauptséchlich  Osophagusvarizenblutungen),
bakterielle Infektionen (vorwiegend Spontan Bakterielle Peritonitis (SBP)) und die
hepatische Enzephalopathie auf. Bei bereits dekompensierter Leberzirrhose
entspricht die 5-Jahresuberlebensrate nur noch 50% {Planas 2004}.

Obwohl bei einigen wenigen Patienten mit einer chronischen Hepatitis C-
Virusinfektion ein HCC auch ohne vorangegangene Leberzirrhose diagnostiziert
wurde, muss davon ausgegangen werden, dass sich ein HCC nahezu
ausschlieBlich auf dem Boden einer Leberzirrhose entwickelt. Jahrlich betragt das
Risiko fur ein hepatozellulares Karzinom bei Patienten mit HCV-induzierter
Leberzirrhose ca. 1 bis 4% {Niederau 1998}, {Lauer 2001}. Die Prognose der
Patienten ist dann zum einem vom Tumorstadium, zum anderen vom Stadium der
Leberzirrhose bestimmt {Okuda 1985}.

1.4 Das Hepatitis C-Virus

Das Hepatitis C-Virus gehort zur Familie der Flaviviridae und bildet hier die
eigenstandige Gattung der Hepaciviren {Choo 1991}. Weitere Gattungen dieser
Familie sind die klassischen Flaviviren und die Pestiviren {Calisher 2003}. Es ist
von einer Lipidhille umhillt, dessen Oberflache die unterschiedlichen
Glykoproteine E1 und E2 tragt {Deleersnyder 1997}. Der Durchmesser betragt ca.
55 bis 65 nm {Bradley 1985}. Im Inneren befindet sich das core-Protein, welches
als Nukleokapsid das Genom umgibt. Das einzelstrangige (+)-Strang-RNA-Genom
ist ca. 9600 Nukleotide lang und fungiert in der Zelle als mRNA, von der Uber
einen offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) ein ca. 3000 Aminosauren
langes Polyprotein am endoplasmatischen Retikulum abgelesen wird. Umgeben
wird der offene Leserahmen von zwei nicht-kodierenden Regionen (NTR) {Penin
2004}. Die hochkonservierte 5’NTR ist fur die Bindung an der 40S-Untereinheit der

Ribosomen verantwortlich und initilert cap-unabhangig die Translation. Der fur die
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Bindung an das Ribosom verantwortliche Teil der 5’NTR wird als IRES (interne
ribosomale Eintrittsstelle) bezeichnet {Moradpour 2007}. Die 3’'NTR befindet sich
direkt hinter dem ORF und besteht aus drei verschiedenen Elementen: einer
variablen 30-40 Nukleotiden langen Region, einem unterschiedlich langen
Polypyrimidin-Trakt und der hochkonservierten, 98 Nukleotide langen 3’X-Region
{Kolykhalov 1996}, {Tanaka 1996}. Die 3'X-Region ist fur die Replikation
essentiell, da sie die IRES-abhangige Translation durch die 5NTR stimuliert
{Friebe 2002}.

Die Regionen, die fur die Strukturproteine E1, E2 und das core-Protein kodieren,
befinden sich am 5-Terminus des ORF. Downstream hiervon liegen die
kodierenden Regionen der Nichtstrukturproteine. Es werden sieben
Nichtstrukturproteine abgelesen: p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B
{Penin 2004}. Das vom ORF translatierte Polyprotein wird bereits wahrend der
Translation von zellularen und viralen Proteasen gespalten. Wahrend C, E1, E2
und p7 von einer zellularen Peptidase abgespalten werden, werden die Ubrigen
Nichtstrukturproteine von viralen Proteasen gespalten (NS2-NS3-Cysteinprotease
und NS3-Serinprotease) {Moradpour 2007}, {Santolini 1995}.

Der Replikationszyklus des Hepatitis C-Virus ist noch nicht vollstandig verstanden.
Eine wichtige Rolle fir die Adsorption scheint das CD81-Molekul auf der
Zelloberflache zu spielen. Es besitzt eine hohe Bindungskapazitat fir das E2-
Glykoprotein {Lindenbach 2005}. Als weitere Kofaktoren konnten der Scavenger-
Rezeptor B Typ 1 und der LDL-Rezeptor identifiziert werden. Neuere Erkenntnisse
legen nahe, dass zusatzlich die zellularen Proteine der Claudin-Familie und
Occludin am viralen Eintritt in den Hepatozyt beteiligt sind. Diese Proteine sind
Bestandteile der hepatozellularen tight junctions. Die Assoziation von HCV zu den
Lipoproteinen LDL und VLDL und die Tatsache, dass der LDL-Rezeptor fur die
Adsorption benétigt wird, stellen einen moglichen Erklarungsversuch fir den
Hepatotropismus des Hepatitis C-Virus dar. Neben dem oben beschriebenen
Mechanismus des viralen Eintritts in die Zelle konnte in vitro eine Transmission
uber Zell-Zell-Kontakte nachgewiesen werden {Mauss 2012}, {Manns 2006}.

Nach der oben erlauterten Translation und cotranslationalen Spaltung des
Polyproteins am Endoplasmatischen Retikulum kann die intrazellulare HCV-
Replikation unter Ausbildung eines membrandsen Netzes als Replikationskomplex
eingeleitet werden {Moradpour 2004}, {Gosert 2003}. Unerlasslich fur die HCV-
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Replikation ist das Nichtstrukturprotein NS5B, das als RNA-abhangige RNA-
Polymerase von der (+)-Strang-RNA ein sog. (-)-Strang-Intermediate transkribiert.
Uber diese (-)-Strang-Intermediates werden nun weitere (+)-Strang-RNAs
gebildet, die dann fur die Translation der viralen Proteine zur Verfigung stehen
oder als Genom weiterer Viruspartikel dienen {Bartenschlager 2004}. Aufgrund
fehlender intrinsischer Korrekturmechanismen und einer hohen Leseungenauigkeit
der RNA-abhangigen RNA-Polymerase kommt es im infizierten Individuum zur
Entstehung von sogenannten Quasispezies. Dieses bedeutet, dass innerhalb
eines Infizierten genetisch verschiedene Varianten des Virus zirkulieren. In diesem
Zusammenhang ist ein Grund fur die Fahigkeit des HC-Virus, Mechanismen der
humanen Immunantwort zu entgehen, zu sehen {Martell 1992}, {Gomez 1999},
{Bukh 1995}.

Die selbststandige Assemblierung geschieht wahrscheinlich Uber eine Interaktion
der core-Proteine mit der RNA des Genoms {Kunkel 2001}, {Shimoike 1999},
{Tanaka 2000}. Zur Abschnirung der HCV-Partikel in das Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums, dem so genannten budding, kommt es unter
Mithilfe der glykolysierten und in die Membran des ER eingelagerten Hullproteine
E1 und E2. Die weitere Reifung und Freisetzung neuer Virionen erfolgt via Golgi-
Apparat Uber den konstitutiven Sekretionsweg {Vauloup-Fellous 2006}, {Blanchard
2003}, {Mizuno 1995}, {Serafino 2003}.

1.5 HCV Genotypen

Die Taxonomie unterscheidet die sechs verschiedenen HCV-Genotypen 1 bis 6.
Weiterhin werden diese Genotypen noch in verschiedene Subtypen unterteilt.
Mittlerweile konnten Uber 30 verschiedene Subtypen identifiziert werden. Die
Genotypen wurden erstmals nach Analyse der Nukleotidsequenz der NS5 Region
klassifiziert, wobei die Genotypen sich auf Nukleotidebene um Uber 30%
unterscheiden. Bei den Subtypen wiederum betragt der Unterschied 20-25%
{Simmonds 1993}, {Simmonds 2005}.

Die Genotypen zeigen ein unterschiedliches geographisches Verteilungsmuster.
Durch die verstarkte Transmission Uber medizinische MafRnahmen und

intravendsen Drogenkonsum kam es in den letzten Jahrzehnten zu einer
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verstarkten Ausbreitung bestimmter Genotypen in den Industrielandern,
vornehmlich in Nordamerika und Nordeuropa. Genotyp 1b ist der am haufigsten
vorkommende weltweit, wahrend 1a vorwiegend in den USA und Nordeuropa
vorkommt. Die Genotypen 2a, 2b und 2c wurden am haufigsten im
Mittelmeerraum und im Nahen Osten isoliert. Genotyp 3a ist am weitesten bei IDU
in Europa verbreitet. Genotyp 4a zeigt ein gehauftes Auftreten im Nahen Osten,
Genotyp 5 fast ausschliel3lich in Sudafrika. Genotyp 6 und Subtypen habe ihre
groldte Verbreitung in Sudostasien und Australien {Dusheiko 1994}. Eine sehr
hohe genetische Variabilitat im subsaharischen Afrika und Stdostasien gibt Anhalt
dafur, dass das Hepatitis C-Virus mit seinen Genotypen neben dem neueren
Verteilungsmuster wie oben beschrieben in diesen Regionen schon uUber einen
sehr langen Zeitraum prasent ist {Pybus 2001}, {Mellor 1995}, {Simmonds 2005},
{Ndjomou 2003}.

Die Bestimmung des HCV-Genotyps hat fur die klinische Praxis sehr grolle
Bedeutung, da der Genotyp mit dem Ansprechen auf antivirale Therapie korreliert
und aufgrund dessen fur die verschiedenen Genotypen verschiedene

Therapieregime existieren {Fried 2002}, {Manns 2001}.

1.6 Therapie

Heutzutage stellt das Bestehen einer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion
bereits eine frihzeitige Behandlungsindikation dar. Therapieziel ist die Elimination
des Hepatitis C-Virus. Die leitliniengerechte Kombinationstherapie zum
Studienzeitpunkt sieht ein Therapieregime mit pegyliertem Interferon alpha und
dem Nukleosidanalogon Ribavirin vor.

Zur Interferontherapie stehen zwei Wirkstoffe zur VerflUgung: pegyliertes Interferon
alpha 2a und pegyliertes Interferon alpha 2b. Beide werden einmal wochentlich
s.c. appliziert. FUr pegyliertes Interferon alpha 2a besteht eine feste Dosierung,
wahrend pegyliertes Interferon alpha 2b korpergewichtsadaptiert dosiert wird.
Zusatzlich zur Interferontherapie besteht die antivirale Therapie der chronischen

HCV-Infektion in der Einnahme von Ribavirin zweimal taglich.
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Die Dauer der Therapie richtet sich nach zwei Faktoren. Einerseits wird sie durch
das virologische Ansprechen, andererseits durch den vorliegenden HCV-Genotyp
bestimmt.

Genotyp 1 und 4 werden je nach virologischem Ansprechen zwischen 24 und 72
Wochen behandelt. Ist bereits vier Wochen nach Therapiebeginn keine HCV-RNA
mehr nachweisbar (RVR), wird eine Therapiedauer von 24 Wochen empfohlen.
Falls nach 12 Wochen erstmal kein HCV-RNA mehr nachweisbar ist, sieht die
Therapieleitlinie die Standardtherapiedauer von 48 Wochen vor. Sollte die
Viruslast nach Therapiewoche 12 um weniger als 2 log10-Stufen abgefallen sein,
wird die Therapie abgebrochen. Eine Therapiedauer von 72 Wochen wird
empfohlen, wenn sich die Hohe der Viruslast nach Therapiewoche 24 erstmalig
unterhalb der Nachweisgrenze befindet.

Dahingegen erstreckt sich der empfohlene Therapiezeitraum fur die Behandlung
von Patienten mit Genotyp 2 und 3 von 16 bis 48 Wochen. Patienten, bei denen
nach vier Wochen Kombinationstherapie keine HCV-RNA mehr detektierbar ist
und deren Viruslast vor Therapie unter 80.000 IU/ml lag, sollten 16 Wochen
therapiert werden. Patienten mit einer hoheren Viruslast vor Therapie und
gleichem virologischen Ansprechen werden 24 Wochen therapiert. Eine
Therapiedauer von 48 Wochen wird bei den Patienten empfohlen, bei denen nach
Therapiewoche 12 weiterhin HCV-RNA nachweisbar ist, die Viruslast jedoch um

mehr als 2 log10-Stufen abgefallen ist {Sarrazin 2010}.

1.7 BSEP

BSEP (bile salt export pump) stellt einen der wichtigsten Transporter flr
Gallensalze aus dem Hepatozyten in der menschlichen Leber dar {Kubitz 2012}.
Lokalisiert ist dieser Transporter im Hepatozyten an der apikalen, kanalikularen
Membran {Gerloff 1998}.

BSEP gehort zur ATP-Binding Cassette Transporter (ABC-Transporter)
Superfamilie, die eine der groRten Familien der menschlichen
Transmembrantransportproteine ist. In nahezu allen Zellen des menschlichen

Korpers vorkommend, ist den Vertretern dieser Proteinfamilie gemein, dass sie
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ATP binden und dessen Energie dazu nutzen, ihre Subtstrate aktiv entlang von
Zellmembranen zu transportieren {Higgins 1992}, {Childs 1995}, {Dean 1995}.
ABC-Transporter besitzen eine dimere Struktur, die aus je zwei
Nukleotidbindungsstellen (NBD) und zwei Transmembrandomanen (TMD)
zusammengesetzt ist. Die homologen Monomere von BSEP, werden durch eine
ca. 75 Aminosauren grofde Linkerdomane zum Dimer verbunden {Lam 2010}. In
den hydrophilen NBD befinden sich die fir die Bindung und Hydrolyse von ATP
notwendigen und hochgradig konservierten Walker A und B Motive {Walker 1982}.
Die Transmembrandomane umfasst bei BSEP sechs Helices und ist fur die
Substratbindung verantwortlich. Die ABC-Transporter werden noch weiter in die
Subfamilien A bis G unterteilt. BSEP ist als ABCB 11 der B-Subfamilie zugehdrig.
Diese wird auch nach seinen zuerst entdeckten Vertretern Multidrug-Resistance-
Protein 1 (MDR1/ABCB1) und den Antigenpeptid-Transportern 1 und 2 (TAP1
und 2/ABCB1 und 3) am ER MDR/TAP-Familie genannt. ABCB4, auch bekannt
als Multidrug-Resistance-Protein 3 (MDR3) ist ebenfalls ein kanalikularer
Transporter der menschlichen Hepatozyten mit Phosphatidylcholin als Substrat
{Dean 2001}. Das BSEP-Gen wurde 1995 erstmals aus Zellen von
Schweinelebern kloniert und seine Funktion als Gallensalztransporter konnte drei
Jahre spater durch Gerloff et al. nachgewiesen werden {Gerloff 1998}, {Childs
1995}. Lokalisiert ist das humane BSEP-Gen auf Chromosom 2g24 und besitzt
3966 kodierende Basenpaare {Childs 1998}, {Kullak-Ublick 2000}. Hieraus wird ein
Protein mit 1321 Aminosauren synthetisiert. Die molekulare Masse betragt 150 bis
170 kDa {Byrne 2002}.

1.8 Physiologie von BSEP

Die Bile Salt Export Pump (BSEP) stellt den Hauptmechanismus fir den Transport
von Gallensauren an der kanalikularen Membran aus den Hepatozyten in die
Galle dar. BSEP bewirkt die Exkretion vor allem von monovalenten konjugierten
Gallensauren und transportiert die konjugierten primaren Gallensauren von
Cholsaure und Chenodesoxycholsaure. Die sekundaren Gallensauren
Desoxycholsaure und Ursodesoxycholsaure sind ebenfalls Substrate von BSEP
{Stieger 2009}.

21



Analysen der Affinitat des humanen BSEP zu seinen Substraten und Berechnung
des Km-Werts als deren MalRzahl ergaben, dass sich eine Rangfolge der
Transportrate (Vmax/Km) zeigte. Die hdchste Transportrate wurde fur
Taurochenodesoxycholat (TCDC), gefolgt von Glycochenodesoxylat (GCDC),
Taurocholat (TC) und Glycocholat (GC) gefunden. Auch Ursodesoxycholsaure
samt Konjugaten wird transportiert {Hayashi 2005}.

Allerdings ist BSEP nicht substratspezifisch fur Gallensauren. So wurde auch eine
Transportaktivitat fur diverse Pharmaka nachgewiesen. Hier zeigt sich eine
Ahnlichkeit zum MDR1 aus der ABCB-Subfamilie. Gezeigt wurde, dass Zellen
durch den Transport via BSEP eine gewisse Resistenz gegenuber Taxol,
Vinblastin, Calcein-AM und auch Pravastatin erlangen. Diese Effekte sind aber
deutlich geringer ausgepragt als bei MDR1 {Childs 1995}, {Lecureur 2000},
{Hirano 2005}.

Fir die Sekretion von Gallensalzen vom Blut in die Galle stellt der kanalikulare
Transport von BSEP den Schritt dar, der die Transportkapazitat bestimmt. Der zu
uberwindende Konzentrationsunterschied ist erheblich. Die
Gallensaurekonzentration im Gallengang ist ca. 1000fach hoher als im
Hepatozyten {Hofmann 1999}, {Meier 2002}.

Die Expression von BSEP wird an den Bedarf der Gallensalzsekretion angepasst
und wird durch die Substrate von BSEP hochreguliert {Fickert 2001}. Die
Langzeitregulation der Expression von BSEP spielt sich hauptsachlich auf der
Ebene der Transkription ab. Sie stellt durch seine verschieden Mechanismen ein
komplexes System dar. Eine zentrale Rolle spielt hier der nukleare Farnesoid-X-
Rezeptor (FXR). Dieser bindet direkt Gallensauren. Der starkste physiologische
Agonist an diesem Rezeptor ist Chenodesoxycholsaure (CDCA) {Kubitz 2012}.
Nach Bindung der Gallensauren bildet FXR ein Heterodimer mit Retinoid-X-
Rezeptor. Dieses bindet an das FXR-responsive Element und aktiviert den
Promotor von BSEP {Ananthanarayanan 2001}, {Plass 2002}. Der ebenfalls durch
Gallensalze stimulierte Koaktivatorkomplex ASCOM methyliert Histone im BSEP-
Promotor und ist ebenfalls fur die FXR-vermittelte Regulation der Expression von
BSEP notwendig {Ananthanarayanan 2011}.

Daruber hinaus ist der Steroidrezeptor-Koaktivator-2 (SRC-2), der durch die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) phosphoryliert wird, an der Aktivierung des
Promotors Uber den FXR/RXR-Weg beteiligt {Chopra 2011}.
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Neben der Hochregulation der Expression durch FXR/RXR spielen noch weitere
Mechanismen eine Rolle. Die Aktivitat des BSEP-Promotors wird durch LRH-
1(liver receptor homolog 1) verstarkt und in LRH-1 Knockout-Mausen war die
Expression von BSEP vermindert {Song 2008}, {Mataki 2007}.

Nrf2 (nuclear erythroid 2-related factor), ein nukleares Protein beteiligt an der
Antwort auf oxidativen Stress im Hepatozyten {Klaassen 2010}, bindet an MARE
(Maf recognition element) und reguliert zusatzlich die Transkritption von BSEP
{Weerachayaphorn 2009}.

Die Kurzzeitregulation ist durch diverse posttranskriptionelle Prozesse
gekennzeichnet. Eine Anpassung an den Bedarf geschieht durch den kurzfristigen
Einbau von BSEP aus subapikalen Vesikeln in die kanalikulare Plasmamembran.
Hypoosmolare Zellschwellung bewirkt eine Steigerung der Gallensaurensekretion
uber eine schnelle mikrotubuliabhangige Insertion von BSEP in die kanalikulare
Membran {Haussinger 1992}, {Schmitt 2001}, {Haussinger 1993}.

Intrazellulare Tauroursodesoxycholsaure (TUDCA) aktiviert ERKS (extracellular
signal-regulated kinases) und die p38-MAP-Kinase, wodurch das Trafficking von
BSEP vom Golgi-Apparat zur kanalikularen Membran stimuliert wird. Auch
Isoformen der Proteinkinase C (PKC) sind an der Regulation des Trafficking von
BSEP beteiligt {Kubitz 2004}. Daneben findet eine Regulation des
Gallensalztransports auch Uber eine kurzfristige Stimulation von BSEP von cAMP
und durch die Phosphoinositid-3-Kinase statt {Misra 1998}, {Misra 2003}.

1.9 Polymorphismus

Innerhalb einer Population finden sich in der DNA-Sequenz an einem Genort
verschiedene Variationen, also verschiedene Allele. Tritt eine solche genetische
Variation mit einer Allelfrequenz von mindestens 1% auf, wird sie als genetischer
Polymorphismus bezeichnet. Variationen, deren Allelfrequenz geringer ist, werden
Mutation genannt {Alberts 2008}. Hier wird zwischen verschiedenen Arten von
Polymorphismen unterschieden: Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP),
Insertions-/Deletionspolymorphismen (INDEL) und Strukturvarianten (SV), bei

denen eine Insertion oder Deletion von Uber 1000 Nukleotiden vorliegt oder eine
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Duplikation von DNA-Segmenten mit einer Lange tber 1000 Nukleotiden (CNV)
{Levy 2008}.

Es sind einige Lebererkrankungen bekannt, die auf Mutationen von BSEP
zurtckzufihren sind. Die progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 2
(PFIC-2) ist so eine Erkrankung. Die PFIC-2 geht mit einer reduzierten oder
fehlenden Expression von BSEP einher und wird haufig in den ersten
Lebensmonaten apparent. Betroffene Kinder zeigen Cholestase, Pruritus und
Ikterus als Hauptsymptome. Wachstumsretadierung, Leberfibrose und eine
Lebererkrankung im  Endstadium haufig noch vor Erreichen des
Erwachsenenalters sind die Folge {Davit-Spraul 2009}, {Kubitz 2012}. Das Risiko
fur die Entstehung eines HCC ist erhoht {Knisely 2006}.

Heute sind Uber 200 genetische Varianten von BSEP bekannt, die mit einer PFIC-
2 einhergehen. Hierunter finden sich Missense-Mutationen, Nonsense-Mutationen,
Spleifmutationen sowie Mutationen im Sinne von Deletionen, Insertionen und
Frameshifts. Eine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation besteht hierbei nicht
{Kubitz 2012}, {Davit-Spraul 2009}.

Eine weitere cholestatische Lebererkrankung, die mit BSEP-Mutationen - hier sind
mehrere Missense-Mutationen bekannt - assoziiert ist, ist BRIC-2 (Benign
recurrent intrahepatic cholestasis type 2) {Kubitz 2006}, {Noe 2005}. Diese
Erkrankung zeigt einen milderen Verlauf und prasentiert sich ahnlich wie BRIC-1
mit intermittierenden Episoden von Cholestase ohne einen Progress zum
dauerhaften Leberschaden mit Leberversagen {van Mil 2004}.

FUr die intrahepatische Schwangerschaftscholestase (IPC), die sich meist im
dritten Trimenon manifestiert und mit einem erhdhten Risiko fur die Mutter und den
Fetus einhergeht, konnten ebenfalls Mutationen von BSEP gefunden werden
{Lammert 2000}, {Dixon 2009}. Auch der haufige Polymorphismus V444A stellt
eine Variation dar, die mit dem Auftreten der IPC assoziiert ist {Meier 2008},
{Keitel 2006}. Die Allelfrequenz betragt 65% in der europaischen kaukasischen
Bevolkerung {Dixon 2009}.

Der Polymorphismus V444A ist ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, single
nucleotide polymorphism). Dieses bedeutet, dass im Bereich des Genoms ein
Nukleotid durch ein anderes ausgetauscht ist {Brookes 1999}. An Stelle 1331 in
Exon 13 der komplementaren DNA (cDNA) im BSEP-Gen ist ein
Thymidinnukleotid gegen ein Cytosinnukleotid ausgetauscht (1331T>C). Dies
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bewirkt, dass an Position 444 im BSEP-Protein die Aminosaure Alanin anstelle
von Valin im Bereich der Nukleotidbindungsstelle von BSEP eingebaut wird. Da
das Basentriplett an dieser Stelle fir eine andere Aminosaure kodiert als beim
Wildtyp, spricht man in diesem Zusammenhang auch von nicht synonymen SNPs.
Bei synonymen SNPs bewirkt der Nukleotidaustausch keine Veranderung der
kodierten Aminosaure {Pauli-Magnus 2004}, {Kubitz 2012}, {Keitel 2006}.

Es liegen einige Arbeiten vor, die die Expression von BSEP in Zusammenhang mit
dem Polymorphismus V444A untersuchen. Zwei Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass die Mutation mit einer verminderten Expression einhergeht. An einer Kohorte
von 110 Patienten, die einer Leberresektion unterzogen wurden, war der
Polymorphismus V444A von BSEP haufiger in der Gruppe der Patienten zu
finden, die eine geringe oder sehr geringe Proteinexpression von BSEP aufwiesen
{Meier 2006}. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass die Expression von reifem
BSEP in Membranextrakten von CHO-K1 Zellen bei der V444-Variante gegenuber
der A444-Variante erhoht war {Byrne 2009}.

Dass die mRNA-Spiegel fur BSEP bei fur den Polymorphismus homozygoten
HelLa Zellen signifikant erniedrigt sind, konnte ebenfalls dargelegt werden.
Dieselbe Arbeit beschreibt zudem, dass die Transportaktivitat fur Taurocholat in
diesen Zellen gegenuber dem Wildtyp nicht vermindert ist {Ho 2010}. An Vesikeln
von Sf9 Zellen wurde ebenfalls kein Unterschied in der Transportaktivitat far
Taurocholat in Bezug auf die V444A-Variante gefunden {Lang 2007}.

Neben der ICP sind noch weitere Lebererkrankungen bekannt, die mit dem
Polymorphismus V444A assoziiert sind. Die durch orale Kontrazeptiva induzierte
Cholestase (Contraceptive-induced cholestasis/CIC) weist eine starke Assoziation
zum C-Allel (Cytosin statt Thymidin) an Stelle 1331 im BSEP-Gen auf. Auch der
medikamenteninduzierte Leberschaden (Drug-induced liver injury/DILI) steht in
Verbindung mit dem Polymorphismus V444A von BSEP {Meier 2008}. Bei einer
Gruppe von Erkrankten wurde der CC-Genotyp (Homozygotie fur den
Polymorphismus V444A) an Position 1331 im BSEP-Gen signifikant haufiger
gefunden als bei gesunden Kontrollen {Lang 2007}.

In wieweit der Polymorphismus V444A den Verlauf und die Therapie der
chronischen Hepatitis C-Infektion beeinflusst, ist noch nicht ausreichend geklart. In
der Untersuchung einer Kohorte von 614 Patienten mit aktiver, chronischer

Hepatitis C-Virusinfektion an zwei deutschen Universitatskliniken war der Anteil
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der Patienten, die entweder den CC-Genotyp oder den TC-Genotyp trugen, also
homo- oder heterozygot fur den V444A-Polymorphismus waren, gegenuber einer
Kontrollgruppe von Patienten, die aufgrund von anderen Lebererkrankungen
vorstellig wurden, erhoht. Die Autoren dieser Studie leiteten daraus ein erhdhtes
Risiko fur eine HCV-Infektion fur Trager des V444A-Polymorphismus ab
{Mullenbach 2012}.
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2. Fragestellung

Gegenwartig wird die chronische Hepatitis C-Virusinfektion standardmafig mit
einer Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon und Ribavirin behandelt. Es
kann beobachtet werden, dass einige Patienten unter dieser Therapie eine
erhohte Enzymaktivitat der Transaminasen im Serum aufweisen, obwohl sich bei
diesen Patienten die Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze befindet {Su 2009},
{Aoki 2011}, {Thurairajah 2007}.

Worauf diese Erhdhung zurlckzufuhren ist, ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht
ausreichend geklart. Bei Betrachtung der Ergebnisse zweier Studien, die einen
Zusammenhang zwischen dem Genpolymorphismus V444A der
Gallensalzexportpumpe BSEP und einem geringeren Therapieansprechen auf die
Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin aufzeigen {lwata
2011}, {Kubitz 2011}, stellt sich die Frage, ob der Genpolymorphismus V444A
auch einen Einfluss auf den Transaminasenverlauf unter der Therapie der
chronischen Hepatitis C-Virusinfektion hat. So hat die vorliegende Arbeit das Ziel
zu klaren, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Genpolymorphismus
V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP und erhohten Transaminasen im Verlauf
der Therapie der chronischen HCV-Infektion gibt.

Eine weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es zu Uberprifen, ob sich der
Zusammenhang zwischen vermindertem Therapieansprechen bei Therapie der
chronischen HCV-Infektion und dem Polymorphismus V444A auch an dem in
dieser Studie untersuchten Patientenkollektiv zeigen lasst.

In der vorliegenden Arbeit soll ebenfalls der Einfluss einer Steatosis hepatis auf
den Verlauf der Therapie der chronischen Hepatitis C-Virusinfektion Uberpruft
werden. Zudem soll Uberpruft werden, in wieweit der Genpolymorphismus V444A
mit dem Bestehen einer Steatosis hepatis im Patientenkollektiv dieser Studie
korreliert.

27



3. Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv, Therapie und zeitlicher Verlauf, Transaminasen und

Viruslast

In die vorliegende Studie wurden 260 Patienten eingeschlossen. Diese Patienten
wurden uber die Hepatitisambulanz der Klinik fur Gastroenterologie, Hepatologie
und Infektiologie des Universitatsklinikums Dusseldorf (Direktor: Univ.-Prof. Dr.
med. Dieter Haussinger) akquiriert. Alle Patienten des Patientenkollektivs waren
wegen einer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion in der oben genannten
Hepatitisambulanz in Behandlung.

Die vorliegenden Daten wurden aus dem Archiv der Hepatitisambulanz der Klinik
fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Universitatsklinik
Dusseldorf erhoben. Dieses geschah durch Recherche in den fir jeden Patienten
einzeln angelegten Akten.

Die Datenerhebung erfolgte hauptsachlich retrospektiv. Die Daten stammen aus
einem Zeitraum, der sich von Anfang des Jahres 2001 bis Anfang des Jahres
2011 erstreckt. Ein kleiner Teil der Patienten (8) war wahrend der Datenerhebung
von Anfang 2010 bis Anfang 2011 in Therapie und wurde somit teilweise
prospektiv beobachtet.

Eingeschlossen wurden nur Patienten, bei denen der untersuchte Therapieverlauf
sich auf die erstmalige Therapie der chronischen HCV-Infektion auf
Interferonbasis bezog. Es wurden nur Daten von Patienten analysiert, die eine
Therapie mit pegylietem Interferon und Ribavirin erhielten. Fur das
Nukleosidanalogon Ribavirin kamen zwei unterschiedliche Praparate zum Einsatz.
Das eine verwendete Praparat war Copegus® der Roche Pharma AG, das andere
war Rebetol® von Merck Sharp & Dohme Limited. Als Interferon wurde einerseits
das Peginterferon alfa-2b-Praparat Pegintron® von Merck Sharp & Dohme Limited
und andererseits das Peginterferon alfa-2a-Praparat Pegasys® der Roche
Pharma AG verwendet. Ribavirin wurde taglich verordnet und ein
Interferonpraparat sollte einmal wochentlich appliziert werden.

Die Therapiedauer war variabel. Patienten mit Genotyp 1 und 4 wurden in der

Regel 48 Wochen therapiert. Funf dieser Patienten wurden wegen eines nicht
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ausreichenden Ansprechens 72 Wochen therapiert. Patienten, die mit HCV-
Genotyp 2 oder 3 infiziert waren, wurden 24 Wochen therapiert. Bei zwolf
Patienten wurde die Therapie wegen Nichtansprechens oder Nebenwirkungen
vorzeitig abgebrochen. Neun Patienten stellten sich bis zum Ende der
Datenerhebung noch nicht wieder zur abschlieRenden Therapieevaluation vor.

Zur Beurteilung des endgultigen Therapieansprechens wurde die Viruslast
herangezogen. Diese wurde bei Therapieende und mindestens sechs Monate
nach Ende der Therapie ermittelt. Eine Viruslast unter der Nachweisgrenze zum
Ende der Therapie wurde als ETR (End-of-Treatment Response) gewertet. Eine
Viruslast unter der Nachweisgrenze mindestens sechs Monate nach Ende der
Therapie wurde als dauerhaftes Therapieansprechen gewertet (SVR/Sustained
Virological Response). Der Fall, dass die Patienten zwar ein ETR, aber kein SVR,
zeigten, ist als Relapse definiert.

Eine Reihe weiterer Patientencharakteristka wurden zu Beginn der
Datenerhebung ermittelt. Hierzu zahlen das Geschlecht der Patientinnen oder
Patienten, das Korpergewicht in kg, die KorpergroRe in m und das Alter der
Patienten bei Therapiebeginn.

AnschlieBend wurden funf fixe Beobachtungszeitpunkte im Therapieverlauf
festgelegt: TO vor Beginn der Therapie, T12 zu Therapiewoche 12, T24 zu
Therapiewoche 24, TETR bei Ende der Therapie und TSVR mindestens sechs
Monate nach Therapieende.

Zu T0 wurden, soweit vorhanden, der HCV-Genotyp, die Cholesterinwerte und
Triglyceridwerte im Serum, das gesamte Bilirubin im Serum, Ferritin im Serum,
Albumin und Gammaglobuline im Serum sowie die Thrombozytenzahl bestimmt.
Zu T12 wurden das gesamte Bilirubin im Serum, Albumin im Serum und die
Thrombozytenzahl bestimmt. Zu T24 wurde das gesamte Bilirubin im Serum
bestimmt.

Die Aktivitat der Transaminasen GPT und GOT im Serum wurden zu den
Zeitpunkten TO, T12 und T24 bestimmt. Neben den Aminotransferasen GPT und
GOT wurde auch die Enzymaktivitat der Acyltransferase y-Glutamyltransferase (y-
GT) im Serum zu den Zeitpunkten TO, T12 und T24 ermittelt. Die ermittelten
Laborparameter entstammen den Analysen des Zentrallabors des Zentralinstituts
fur Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des Universitatsklinikums

Dusseldorf.
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Die Viruslast wurde zu den Zeitpunkten TO, T12, T24, TETR und mindestens 6
Monate nach Beendigung der Therapie (TSVR) bestimmt. Der HCV-Genotyp und
die Hohe der Viruslast wurden durch das Institut fur Virologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf bestimmt. Bei 6 Patienten stammt ein Teil der

Parameter von akkreditierten auswartigen Laboren.

3.2 Steatosis der Leber

Eine Steatosis der Leber, wie sie bei einer nichtalkhoholischen Steatohepatitis
(NASH) auftritt, kann mit erhéhten Enzymaktivitaten der Transaminasen im Serum
einhergehen {Verma 2013}, {Bedogni 2005}.

Eine Steatosis hepatis lasst sich einerseits mittels Sonographie der Leber
detektieren {Charatcharoenwitthaya 2007}, {Mishra 2007}, andererseits auch
durch eine histologische Untersuchung von Lebergewebe diagnostizieren
{Noureddin 2013}.

Zum Zeitpunkt TO - also vor Beginn der antiviralen Therapie - wurde durch
Recherche in den Krankenakten evaluiert, ob bei den Patienten zu diesem
Zeitpunkt eine Steatosis der Leber bestand. Hierflir wurde auf Befundberichte von
Sonographieuntersuchungen des Abdomens zuruckgegriffen. Diese
Sonographieuntersuchungen wurden von den arztlichen Mitarbeitern der Klinik fur
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf durchgefuhrt. Bei einem Teil der Patienten wurde durch die arztlichen
Mitarbeiter dieser Klinik eine Leberpunktion zu diagnostischen Zwecken
durchgefuihrt. Das gewonnene Lebergewebe wurde anschlielend durch das
Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Dusseldorf histologisch
untersucht. Den Befundberichten dieser histologischen Untersuchungen war zu
entnehmen, ob die punktierten Patienten eine Steatosis hepatis aufwiesen. Bei
sieben Patienten konnte durch diese Methode keine Information Uber eine vor

Beginn der Therapie bestehende Steatosis hepatis erlangt werden.
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3.3 Bestimmung des Polymorphismus V444A

Bei allen Studienpatienten wurde der Genpolymorphismus V444A der
Gallensalzexportpumpe BSEP untersucht. Die SNP-Analytik wurde von den
Mitarbeitern und Wissenschaftlern des Cholestase-Labors der Klinik fur
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf durchgefihrt. An Methoden kamen hier die SNP-sensitive PCR,
TagMan® Assays und die komplette Sequenzierung des BSEP-Gens zum

Einsatz.

3.4 Statistische Verfahren und Textverarbeitung

Alle fur die Therapie relevanten Daten wurden in einer Tabelle erfasst und mit
Microsoft Excel® (Version 2002, Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte
Staaten) archiviert. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware
SPSS® (Version 12.0, SPSS GmbH Software, Muinchen, Deutschland).
Unterschiede zwischen den Gruppen auf die statistische Signifikanz wurden
mittels T-Test fur die Mittelwertgleichheit bzw. x?> —Test Uberprift. In einem
weiteren Schritt wurde zur Ermittlung von unabhangigen pradiktiven Faktoren flr
das Therapieansprechen eine nominale logistische Regression durchgefuhrt. Der
Vergleich der Allelhaufigkeit in der Studiengruppe und der jeweiligen
Kontrollgruppe erfolgte durch die Berechnung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts. Als Signifikanzniveau wurde p < 0.05 gewahlt.

Die Textverarbeitung der vorliegenden Dissertation erfolgte mit Microsoft Word®

(Version 2002, Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten).
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3.5 Ethikvotum

Das Protokoll der vorliegenden Studie ,Bedeutung von Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) fur hepatobiliare Transporter® (Studiennummer 2875)
wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf gepruft. Es bestanden weder ethische noch rechtliche

Bedenken gegen die Durchflhrung.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika
4.1.1 Alter und Geschlecht

Bei den 260 untersuchten Patienten waren 135 weiblichen Geschlechts und 125
mannlichen Geschlechts. Somit waren 51,9% der Studienteilnehmer weiblich und
48,1 % mannlich.

Die Altersstruktur des Studienkollektivs ergab ein mittleres Alter von 46,4 Jahren
bei Therapiebeginn mit einer Standardabweichung von 13,1 Jahren. Die meisten
Patienten gehorten bei Therapiebeginn der Altersgruppe von 41 bis 50 Jahren bei
Therapiebeginn an. Dieses waren 78 Patienten und somit 30,0% der
Studienpopulation. Der Altersgruppe von 51 bis 60 Jahren bei Therapiebeginn
gehdrten 55 (21,2%) Patienten an. Die drittmeisten Patienten gehdrten der
Altersgruppe von 31 bis 40 Jahren an (43 Patienten; 16,5%) (siehe Abb. 1).

Altersstruktur des Studienkollektivs
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11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
Alter bei Therapiebeginn [Jahre]

Anzahl n Patienten

Abb. 1: Altersstruktur des Studienkollektivs bei Therapiebeginn (n=260)
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4.1.2 HCV-Genotypen

Bei Betrachtung der HCV-Genotypen, mit denen die Patienten infiziert waren,
zeigte sich, dass drei Viertel der untersuchten Patienten (195 Patienten; 75%) mit
Genotyp 1 infiziert waren. Mit Genotyp 2 waren 18 Patienten (6,9%), mit Genotyp
3 waren 40 Patienten (15,4%), mit Genotyp 4 waren 4 Patienten (1,5%) und mit
Genotyp 5 war ein Patient (0,4%) infiziert. Ein Patient (0,4%) des
Patientenkollektivs hatte eine Koinfektion mit Genotyp 1 und 2. Bei einem

Patienten bestand eine Koinfektion mit Genotyp 1 und 4 (siehe Tabelle 1).

HCV-Genotyp Anzahl Patienten Patienten in %
1 195 75,0

2 18 6,9

3 40 15,4

4 4 1,5

5 1 0,4

1+2 1 0,4

1+4 1 0,4

Tabelle 1: Verteilung der HCV-Genotypen im Studienkollektiv (n=260)

4.1.3 Verteilung des Polymorphismus V444A

In Bezug auf den Polymorphismus V444A zeigte sich im vorliegenden
Studienkollektiv folgende Verteilung: 40 Patienten (15,5%) besalRen den Wildtyp,
129 Patienten waren heterozygot (50%) und 89 Patienten homozygot (34,5%) fur
den Polymorphismus V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP. Bei zwei
Patienten war keine eindeutige Information Uber die Auspragung des

Polymorphismus V444A verfugbar.

34




4.1.4 BMI, Cholesterin und Triglyceride

Der Body-Mass-Index (BMI) konnte bei 237 Patienten ermittelt werden. Zur
Beurteilung des BMI wurde die Gewichtsklassifikation der WHO herangezogen.
126 Patienten waren an ihrem BMI gemessen demnach normalgewichtig, 77
Patienten waren Ubergewichtig und 32 Patienten adipds. Zwei Patienten hatten
Untergewicht mit einem BMI kleiner 18,5.

Von 136 Patienten waren die Werte von Cholesterin in Serum vor Beginn der
Therapie (TO) verfugbar. Bei 46 dieser Patienten wurde eine Steatosis hepatis
sonografisch oder histologisch festgestellt. In dieser Gruppe betrugen die
Gesamtcholesterinspiegel im Serum 180,61 mg/dl im Mittel bei einer
Standardabweichung von 32,8 mg/dl. Bei 90 Patienten wurde sonografisch oder
histologisch keine Steatosis hepatis nachgewiesen. Hier betrugen die
Gesamtcholesterinspiegel im Mittel 177,69 mg/dl bei einer Standardabweichung
von 35,59 mg/dl.

Von den 136 Patienten, deren Triglyceridwerte vor Therapiebeginn im Serum
verfugbar waren, wiesen 47 eine Steatosis hepatis auf. In dieser Gruppe betrugen
die Triglyceridspiegel im Serum 117,19 mg/dl im Mittel bei einer
Standardabweichung von 62,53 mg/dl. Die Patienten ohne eine Steatosis hepatis
hatten im Mittel Serumtrigylceridspiegel von 103,85 mg/dl bei einer
Standardabweichung von 42,47 mg/dl. Die Unterschiede zwischen den
Gesamtcholesterinspiegeln im Serum und den Serumtriglyceridspiegeln in Bezug

auf den Nachweis einer Steatosis hepatis waren im T-Test nicht signifikant.

4.2 Therapieansprechen

4.2.1 Therapieansprechen insgesamt

Als ein Ansprechen zum Ende der Therapie (ETR) wurde eine nicht nachweisbare
Viruslast unmittelbar nach Beendigung der medikamentosen Therapie mit
pegyliertem Interferon und Ribavirin gewertet. Insgesamt sprachen 220 der 260
(84,6%) untersuchten Patienten zu Therapieende auf die antivirale

Kombinationstherapie an.
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Ein dauerhaftes Ansprechen auf die antivirale Therapie (SVR) ist gegeben, wenn
die Viruslast mindestens sechs Monate nach Beendigung der medikamentosen
Therapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin unterhalb der Nachweisgrenze
liegt. Bei funf Patienten der Studienpopulation ist keine Information Uber
dauerhaftes Therapieansprechen verfugbar, da diese nicht mehr zur
Verlaufskontrolle sechs Monate nach Ende der antiviralen Therapie erschienen
sind. Innerhalb des gesamten Kollektivs sprachen demnach 143 von 255 (56,1%)
untersuchten Patienten dauerhaft auf die antivirale Therapie an.

Ein Relapse liegt vor, falls ein Patient zum Ende der Therapie ohne Nachweis von
HCV-RNA ist (ETR), sich allerdings in der Kontrolle sechs Monate nach
Beendigung der Kombinationstherapie wieder HCV-RNA im Blut detektieren lasst.
71 der 255 (27,8%) Patienten des gesamten Studienkollektivs erlitten somit einen

Relapse.

4.2.2 ETR - End-of-Treatment Response

Es wurden die unten aufgefuhrten Parameter betrachtet und Unterschiede in
Bezug auf das Therapieansprechen zu Therapieende auf ihre statistische

Signifikanz Gberpruft.

4.2.2.1 Geschlecht

Bei den 135 weiblichen Patienten war bei 109 Patientinnen die Viruslast am Ende
der antiviralen Therapie unterhalb der Nachweisgrenze. Von den 125 mannlichen
Patienten zeigten 111 ein End-of-Treatment Response. Somit sprachen zu
Therapieende 80,7% der weiblichen und 88,8% der mannlichen Patienten auf die
antivirale Therapie der chronischen Hepatitis C-Virusinfektion an. Die hohere
Ansprechrate der mannlichen Patienten in der vorliegenden Studienpopulation
wies keine Signifikanz auf.

36



4.2.2.2 Alter

Es wurde untersucht, in welchem Mal} das Alter der Patienten bei Therapiebeginn
mit dem Ansprechen zu Therapieende der antiviralen Therapie korreliert. Die
Studienpopulation wurde hierzu in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe
stellen Patienten mit einem Alter unter 40 Jahren bei Therapiebeginn dar. Die
zweite Gruppe bilden die Patienten, die bei Therapiebeginn 40 Jahre oder alter
waren. 69 der 78 (88,5%) Patienten unter 40 Jahren erzielten ein
Therapieansprechen am Ende der Kombinationstherapie, wahrend in der Gruppe
der Patienten, die 40 Jahre oder alter waren, 151 von 182 Patienten (83,0%) zu
Therapieende auf die antivirale Therapie ansprachen. Der Unterschied zwischen
beiden Gruppen in Bezug auf Therapieansprechen zu Therapieende war

statistisch nicht signifikant.

4.2.2.3 Steatosis hepatis

Bei 254 der Patienten konnte sonografisch und zum Teil histologisch evaluiert
werden, ob eine Steatosis hepatis bestand. Bei 97 Patienten konnte eine Steatosis
hepatis nachgewiesen werden. Von diesen sprachen 88, also 90,7%, zu
Therapieende auf die antivirale Therapie an. Bei 157 Patienten konnte ein
Steatosis hepatis nicht nachgewiesen werden. Hiervon sprachen 80,9% (127
Patienten) zu Therapieende auf die antivirale Therapie an. Der Unterschied in den
Ansprechraten mit einem hoheren Ansprechen bei Patienten mit Steatosis hepatis
war statistisch signifikant (p=0,048) (siehe Abb. 2). In der Gruppe der Patienten
mit Nachweis einer Steatosis hepatis hatten 67 von 97 Patienten (69,1%) eine
Infektion mit HCV-Genotyp 1 oder 4. Dahingegen waren es in der Gruppe der 157
Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis 124 Patienten (79,0%), die eine

Infektion mit HCV-Genotyp 1 oder 4 aufwiesen.
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ETR-Steatosis hepatis

100,0%
90,0% A
80,0% A
70,0% A
60,0% A
50,0% -
40,0% A
30,0% -

ETRin %

Steatosis hepatis [n=97] keine Steatosis hepatis [n=157]

Sonographie/Histologie

Abb. 2: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach Sonographie/Histologie; Steatosis
hepatis 90,7% ETR, keine Steatosis hepatis 80,9% ETR; p=0,048

Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem sonographischen
oder histologischen  Nachweis einer Steatosis hepatis und dem
Genpolymorphismus V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP in der

vorliegenden Studienpopulation (siehe Tabelle 2).

Anzahl Patienten mit Nachweis
Polymorphismus V444A Patienten in %
einer Steatosis hepatis
Wildtyp(n=39) 17 43,6
nicht Wildtyp(n=214) 80 37,4
homozygot(n=87) 35 40,2
nicht homozygot(n=166) | 62 37,3

Tabelle 2: Anzahl der Patienten mit sonographischem oder histologischem Nachweis einer
Steatosis hepatis in Bezug auf den Polymorphismus V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP;

Unterschiede statistisch nicht signifikant.

4.2.2.4 HCV-Genotyp

Die Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe bildeten Patienten

mit einer Infektion mit HCV-Genotyp 1 oder 4. Die andere Gruppe wurde von
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Patienten gebildet, die mit HCV-Genotyp 2, 3 oder 5 infiziert waren. Patienten mit
einer Infektion von mehreren Genotypen wurden zu der Gruppe mit Genotyp 1
oder 4 gezahlt, solange sie auch mit Genotyp 1 oder 4 infiziert waren. Somit waren
201 Patienten mit Genotyp 1 oder 4 infiziert. Von diesen 201 Patienten sprachen
163 (81,1%) zu Therapieende auf die antivirale Therapie an. Bei der Gruppe der
Patienten, die mit den ubrigen Genotypen infiziert waren, sprachen 57 von 59
Patienten an (96,6%) zu Therapieende an. Der Unterschied im
Therapieansprechen zwischen den Gruppen war statistisch signifikant (p=0,003)
(siehe Abb. 3).

ETR-HCV-Genotyp

100,0%
90,0%
80,0% -
70,0% +
60,0%
50,0%
40,0% -
30,0% -

ETRin %

GT 1/4 [n=201] nicht GT 1/4 [n=59]

HCV-Genotyp

Abb. 3: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach HCV-Genotyp; Genotyp 1/4 81,1%
ETR, nicht Genotyp 1/4 96,6% ETR; p=0,003.

4.2.2.5 Viruslast

Es wurde untersucht, ob die Hohe der Viruslast bei Therapiebeginn (T0) negativ
mit dem Ansprechen auf die antivirale Therapie zu Therapieende (ETR) korreliert.
Bei 239 Patienten konnten die Daten der vor Therapie durchgefihrten
quantitativen PCR ausgewertet werden. Es wurden zwei Gruppen gebildet. Der
ersten Gruppe wurden Patienten zugeteilt, deren Viruslast im Serum vor Therapie
unter 600.000 IU/ml lag. Die zweite Gruppe bildeten Patienten, deren Viruslast
gréRer oder gleich 600.000 IU/ml vor Therapiebeginn war. Von den 130 Patienten
der ersten Gruppe sprachen 112 (86,2%) zu Therapieende auf die antivirale

Therapie an. Bei der zweiten Gruppe sprachen 92 von 109 (84,4%) Patienten zu
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Therapieende auf die antivirale Therapie an. Der Unterschied im
Therapieansprechen zu Therapieende zwischen den Gruppen war statistisch nicht

signifikant.

4.2.2.6 Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP

Das Therapieansprechen wurde auch in Bezug auf den Polymorphismus V444A
der Gallensalzpumpe BSEP evaluiert. Es wurde untersucht, ob Patienten mit zwei
Wildtyp-Allelen haufiger als die ubrigen Patienten zu Therapieende auf die
antivirale Therapie ansprachen. In einem weiteren Schritt wurde das
Therapieansprechen zu Therapieende der Patienten, die homozygot fur den
Polymorphismus waren, mit dem Ansprechen der Ubrigen Patienten verglichen.
Diese Untersuchungen wurden zum einen fur das gesamte Studienkollektiv
angestellt, zum anderen wurden Patienten mit HCV-Genotyp 1 und 4 von denen,
die mit anderen HCV-Genotypen infiziert waren, gesondert betrachtet. Hier war bei
258 Patienten Information verfugbar.

Betrachtet man alle Patienten des Studienkollektivs, zeigt sich, dass die Patienten
mit zwei Wildtyp-Allelen in Bezug auf das Therapieansprechen zu Therapieende
haufiger auf die antivirale Therapie ansprachen. Von den 40 Patienten mit Wildtyp
sprachen 36 zu Therapieende auf die antivirale Therapie an. Bei den Ubrigen
Patienten sprachen demgegenuber 182 von 218 zu TETR an. Der Unterschied in
den Ansprechraten mit 90% bei der Gruppe der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen
und 83,4% in der Gruppe der Ubrigen Patienten war statistisch nicht signifikant
(siehe Abb. 4).
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ETR-V444A-insgesamt

100,0%
90,0%
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70,0%
60,0%
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40,0%
30,0%

ETR in %

wt [n=40] nicht wt [n=218]

V444A

Abb. 4: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach V444A-Genotyp im gesamten
Studienkollektiv; Wildtyp 90,0% ETR, nicht Wildtyp 83,4% ETR; Unterschied statistisch nicht

signifikant.

Bei allen Patienten, die homozygot fir den Polymorphismus V444A der
Gallensalzpumpe BSEP waren, sprachen 81 von 89 (91,0%) Patienten zu ETR an.
Die Ansprechrate bei allen nicht homozygoten Patienten zu TETR lag bei 81,1%
(137 von 169 Patienten). Der Unterschied in den Ansprechraten war hier
statistisch signifikant mit p=0,036 (siehe Abb. 5).

ETR-V444A-insgesamt

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%

ETR in %

homozygot [n=89] nicht homozygot [n=169]

V444A

Abb. 5: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach V444A-Genotyp im gesamten
Studienkollektiv; homozygot 91,0% ETR, nicht homozygot 81,1% ETR; p=0,036



Der Unterschied in den Ansprechraten zu Therapieende zwischen den fir den
Polymorphismus homozygoten Patienten (91,0%) und den Patienten mit zwei
Wildtyp-Allelen (90,0%) war statistisch nicht signifikant.

Bei der gesonderten Betrachtung der Patienten, die mit Genotyp 1 oder 4 infiziert
waren, ergab sich ein ahnliches Bild. Hier sprachen 29 der 33 Patienten (87,9 %)
mit zwei Wildtyp-Allelen zu TETR auf die antivirale Therapie an. In der Gruppe der
ubrigen Patienten hingegen 133 von 167 Patienten (79,6%). Der Unterschied in

den Ansprechraten war statistisch nicht signifikant (siehe Abb. 6).

ETR-V444A-HCV-Genotyp 1/4

100,0%
90,0%
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -

ETRin %

wt [n=33] nicht wt [n=167]

V444A

Abb. 6: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach V444A-Genotyp bei den Patienten mit
HCV-Genotyp 1/4; Wildtyp 87,9% ETR, nicht Wildtyp 79,6% ETR; Unterschied statistisch nicht

signifikant.

Werden die Patienten mit HCV-Genotyp 1 oder 4, die flir den Polymorphismus
V444A von BSEP homozygot sind, mit den Ubrigen Patienten verglichen, ergibt
sich, dass bei den Homozygoten 61 von 68 Patienten (90,0%) und bei den Ubrigen
Patienten 101 von 132 (76,5%) zu Therapieende auf die antivirale Therapie
ansprachen. Der Unterschied in den Ansprechraten war hier statistisch signifikant
mit p=0,024 (siehe Abb. 7).
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ETR-V444A-HCV-Genotyp 1/4
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homozygot [n=68] nicht homozygot [n=101]

V444A

Abb. 7: Therapieansprechen zu Therapieende (ETR) nach V444A-Genotyp bei den Patienten mit
HCV-Genotyp 1/4; homozygot 90,0% ETR, nicht homozygot 76,5% ETR; p=0,024.

Der Unterschied in den Ansprechraten zu Therapieende zwischen den
homozygoten Patienten (90,0%) und den Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen
(87,9%) war in dieser Gruppe der Patienten mit Genotyp 1 oder 4 statistisch nicht
signifikant.

Die Ansprechraten zu Therapieende der 197 Patienten, bei denen zu
Therapiewoche 12 (T12) keine HCV-RNA im Serum nachweisbar war, waren
100% (31 von 31 Patienten) bei den Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen und 95,8%
(159 von 166 Patienten) bei den ubrigen Patienten. Die Patienten, die homozygot
fur den Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP und zu T12 ohne
Nachweis von HCV-RNA im Serum waren, erzielten zu 97,1% (68 von 70
Patienten) ein ETR. In der Gruppe der Patienten, die nicht homozygot fur V444A
und zu T12 ohne Nachweis von HCV-RNA im Serum waren, sprachen 96,1%
(122 von 127 Patienten) zu Therapieende auf die antivirale Therapie an. Die
Unterschiede in den Ansprechraten zu Therapieende in der Gruppe der 197
Patienten, bei denen zu T12 keine HCV-RNA im Serum nachgewiesen wurde,
waren in Bezug auf den Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP

statistisch nicht signifikant.
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4.2.2.7 Body-Mass-Index

Zusatzlich wurde das Therapieansprechen im Hinblick auf den Body-Mass-Index
untersucht. Von den 128 Patienten, deren BMI kleiner 25 war, erreichten 107
einen ETR (83,6%). Von den 109 Patienten, die einen BMI gro3er oder gleich 25
hatten, sprachen 94 zu Therapieende auf die antivirale Therapie an (86,2%).
Adipose Patienten dieser 94 Patienten mit einem BMI grofer oder gleich 30
sprachen zu 81,3% (26 von 32 Patienten) zu Therapieende auf die antivirale
Therapie an. 175 der 205 Patienten (85,3%) mit einem BMI kleiner 30 zeigten ein
Ansprechen zu Therapieende. Der Unterschied in den Gruppen bezuglich des

Therapieansprechens zu Therapieende war statistisch nicht signifikant.

4.2.2.8 Nominale Regression

Zur  Ermittlung von  unabhangigen pradiktiven Faktoren fur das
Therapieansprechen zu Therapieende wurde zusatzlich eine nominale logistische
Regression durchgefuhrt. In die Berechnung des Modells gingen die Variablen
Geschlecht, Alter, Steatosis hepatis, HCV-Genotyp 1 oder 4, die Hohe der
Viruslast vor Therapiebeginn groRer oder gleich 600.000 1U/ml, zwei Wildtyp-Allele
und der BMI kleiner 25 ein. Es gingen die Daten von 213 Patienten in die
Berechnung ein. Die Auswertung des berechneten Modells ergab fur keine der
zuvor genannten Variablen, dass sie im vorliegenden Studienkollektiv mit dem
zuvor festgesetzten Signifikanzniveau von p < 0,05 als unabhangiger pradiktiver
Faktor fir das Therapieansprechen zu Therapieende gesehen werden kdnnen
(siehe Tabelle 3).

44



Variable/ETR Standard- | Odds 95% CI p
fehler Ratio

Weiblich 0,442 1,691 0,712-4,021 0,234
Alter 0,477 0,750 0,295-1,910 0,546
Steatosis 0,462 1,991 0,805-4,992 0,136
Nicht HCV-GT 1/4 0,769 0,236 0,052-1,064 0,060
HCV-RNA < 600K IU/ml | 0,424 0,975 0,425-2,236 0,952
V444A nicht wt 0,775 2,695 0,582-12,149 | 0,207
BMI=25 0,437 0,937 0,398-2,206 0,882

Tabelle 3: Nominale logistische Regression; unabhangige Variable Therapieansprechen zu

Therapieende (ETR); Signifikanzniveau p < 0,05; n=213.

4.2.3 SVR - Sustained Virological Response

Auch hier wurden die unten genannten Parameter betrachtet und Unterschiede in
Bezug auf das dauerhafte Therapieansprechen auf ihre statistische Signifikanz
Uberpruft. Bei 255 Patienten war Information Uber das Vorliegen eines dauerhaften

Therapieansprechens verfugbar.

4.2.3.1 Geschlecht

In Bezug auf dauerhaftes Therapieansprechen und das Geschlecht der Patienten
zeigte sich ein ahnliches Bild wie zu TETR. Die Ansprechrate fur dauerhaftes
Therapieansprechen auf die antivirale Therapie war bei den mannlichen Patienten
mit 65,3% (79 von 121 Patienten) hoéher als bei den weiblichen Patienten mit
48,5% (65 von 134 Patienten). Der Unterschied in den Ansprechraten fir SVR
zwischen den Geschlechtern war hier statistisch signifikant mit p=0,008.
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4.2.3.2 Alter

Zusatzlich wurde untersucht, in welchem MalRR das Alter der Patienten bei
Therapiebeginn mit einem dauerhaften Ansprechen auf die antivirale Therapie
korreliert. Die Studienpopulation wurde hierzu wieder in zwei Gruppen unterteilt.
Die erste Gruppe stellen Patienten mit einem Alter unter 40 Jahren bei
Therapiebeginn dar. Die zweite Gruppe bilden die Patienten, die bei
Therapiebeginn 40 Jahre oder alter waren. In der Gruppe der 75 Patienten mit
einem Alter bei Therapiebeginn unter 40 Jahren erzielten 49 Patienten (65,3%)
einen SVR. Bei den Patienten, die 40 Jahre oder alter bei Therapiebeginn waren
sprachen 95 von 180 Patienten (52,8%) dauerhaft auf die antivirale Therapie an.
Der Unterschied zwischen beiden Gruppen in Bezug auf dauerhaftes

Therapieansprechen war statistisch nicht signifikant.

4.2.3.3 Steatosis hepatis

Von den 95 Patienten, die eine Steatosis hepatis aufwiesen und bei denen
Informationen Uber das dauerhafte Therapieansprechen verfugbar waren,
erzielten 66 Patienten ein SVR. 76 der 154 Patienten, bei denen eine Steatosis
hepatis ausgeschlossen wurde und deren dauerhaftes Therapieansprechen
evaluiert werden konnte, sprachen dauerhaft auf die antivirale Therapie an. Der
Unterschied in den Ansprechraten mit 69,5% bei den Patienten mit Steatosis
hepatis und 49,4% bei den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis war
statistisch signifikant mit p=0,002 (siehe Abb. 8).
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SVR-Steatosis hepatis
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Sonographie/Histologie

Abb. 8: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach Sonographie/Histologie; Steatosis hepatis
69,5% SVR, keine Steatosis hepatis 49,4% SVR; p=0,002.

4.2.3.4 HCV-Genotyp

In der Gruppe der Patienten, die mit HCV-Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, zeigten
96 von 197 Patienten ein dauerhaftes Therapieansprechen. 48 von 58 Patienten,
die mit den Ubrigen Genotypen infiziert waren, erzielten ein SVR. Somit war die
Ansprechrate mit 82,8% in der Gruppe der Patienten, die nicht mit Genotyp 1 oder
4 infiziert waren, hoher als in der Gruppe der Patienten, die mit Genotyp 1 oder 4
infiziert waren, in der 48,7% der Patienten dauerhaft auf die antivirale Therapie
ansprachen. Der Unterschied in den Ansprechraten war statistisch signifikant (p <
0,001) (siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach HCV-Genotyp; Genotyp 1/4 48,7% SVR,
nicht Genotyp 1/4 82,8% SVR; p < 0,001.

4.2.3.5 Viruslast

Das dauerhafte Therapieansprechen wurde ebenfalls in Abhangigkeit der Hohe
der Viruslast vor Therapiebeginn evaluiert. Von 129 Patienten, deren Viruslast im
Serum vor Therapiebeginn unter 600.000 IU/ml lag, sprachen 83 (64,3%)
dauerhaft auf die antivirale Therapie an. In der Gruppe der Patienten, deren
Viruslast groRer oder gleich 600.000 IU/ml vor Therapiebeginn war, erzielten 49
von 105 Patienten (46,7%) ein SVR. Der Unterschied im Therapieansprechen

zwischen beiden Gruppen war statistisch signifikant mit p=0,008.

4.2.3.6 Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP

Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen sprachen zu 66,7% (26 von 39 Patienten)
dauerhaft auf die antivirale Therapie an. In der Gruppe der Ubrigen Patienten
sprachen 54,2% der Patienten (116 von 214) dauerhaft an. Der Unterschied in den
Ansprechraten zwischen beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant (siehe
Abb. 10).
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SVR-V444A-insgesamt
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Abb. 10: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach V444A-Genotyp im gesamten
Studienkollektiv; Wildtyp 66,7% SVR, nicht Wildtyp 54,2% SVR; Unterschied statistisch nicht

signifikant.

Stellt man die Patienten, die fur den Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe
BSEP homozygot sind, den anderen Patienten gegeniber, zeigt sich in Bezug auf
dauerhaftes Therapieansprechen, dass 44 von 89 Patienten (49,4%) bei den
Homozygoten und 98 von 164 Patienten (59,8%) bei den Ubrigen Patienten
dauerhaft auf die antivirale Therapie ansprachen. Der Unterschied in den
Ansprechraten zwischen beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant (siehe
Abbildung 11).

SVR-V444A-insgesamt
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Abb. 11: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach V444A-Genotyp im gesamten
Studienkollektiv; homozygot 49,4% SVR, nicht homozygot 59,8% SVR; Unterschied statistisch

nicht signifikant.
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Der Unterschied in den Ansprechraten fur dauerhaftes Therapieansprechen
zwischen den Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen (66,7%) und den fur den
Polymorphismus V444A homozygoten Patienten (49,4%) war statistisch nicht
signifikant.

Betrachtet man die 195 Patienten, die mit Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, ergab
sich ein ahnliches Bild. Hier sprachen 21 der 32 Patienten (65,6%) mit zwei
Wildtyp-Allelen dauerhaft auf die antivirale Therapie an. In der Gruppe der Ubrigen
Patienten waren es hingegen 75 von 163 Patienten (46,0%). Der Unterschied in
den Ansprechraten zwischen beiden Gruppen war hier statistisch signifikant mit
p=0,042 (siehe Abb. 12).

SVR-V444A-HCV-Genotyp 1/4
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I —

wt [n=32] nicht wt [n=163]

V444A

Abb. 12: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach V444A-Genotyp bei den Patienten mit
HCV-Genotyp 1/4; Wildtyp 65,6% SVR, nicht Wildtyp 46,0% SVR; p=0,042.

Werden die Patienten mit HCV-Genotyp 1 oder 4, die fir den Polymorphismus
V444A von BSEP homozygot sind, mit den Ubrigen Patienten verglichen, ergibt
sich, dass bei den Homozygoten 27 von 67 Patienten (40,3%) und bei den Ubrigen
Patienten 69 von 128 (54,0%) dauerhaft auf die antivirale Therapie ansprachen.
Der Unterschied in den Ansprechraten war hier statistisch nicht signifikant (siehe
Abb. 13).
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Abb. 13: Dauerhaftes Therapieansprechen (SVR) nach V444A-Genotyp bei den Patienten mit
HCV-Genotyp 1/4; homozygot 40,3% SVR, nicht homozygot 54,0% SVR; Unterschied statistisch

nicht signifikant.

Die Uberpriifung des Unterschieds in den Ansprechraten fiir dauerhaftes
Therapieansprechen zwischen den homozygoten Patienten (40,3%) und den
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen (65,6%) zeigte, dass dieser statistisch
signifikant war (p=0,018).

Die Untersuchung der Gruppe der 192 Patienten, die zu T12 ohne Nachweis von
HCV-RNA waren und bei denen Information Uber dauerhaftes
Therapieansprechen verfugbar war, ergab, dass Patienten mit zwei Wildtyp-
Allelen zu 80,0% (24 von 30 Patienten) dauerhaft auf die antivirale Therapie
ansprachen und die Ubrigen Patienten dieser Gruppe zu 67,3% (109 von 162
Patienten). Der Unterschied in den Ansprechraten war hier statistisch nicht
signifikant. Homozygote Patienten dieser Gruppe sprachen mit einer Ansprechrate
fur dauerhaftes Therapieansprechen von 58,6% (41 von 70 Patienten) weniger
haufig als nicht-homozygote Patienten mit einer Ansprechrate von 75,4% (92 von
122 Patienten) dauerhaft auf die antivirale Therapie an. Der Unterschied in den
Ansprechraten fur dauerhaftes Therapieansprechen war hier statistisch signifikant
mit p=0,022.
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4.2.3.7 Body-Mass-Index

67 von 127 Patienten (52,8%), deren BMI kleiner 25 war, sprachen dauerhaft auf
die antivirale Therapie an. Bei den Patienten, deren BMI 25 oder grofder 25 war,
zeigten 63 von 105 Patienten (60,0%) ein dauerhaftes Therapieansprechen. 112
von 201 Patienten (55,7%), deren BMI kleiner 30 war, sprachen dauerhaft auf die
antivirale Therapie an. Der Unterschied in den Ansprechraten zwischen adipdsen
und nicht adipésen Patienten in Bezug auf dauerhaftes Therapieansprechen war

nicht signifikant.

4.2.3.8 Nominale Regression

Auch fur das dauerhafte Therapieansprechen wurde zur Ermittlung unabhangiger
pradiktiver Faktoren eine nominale logistische Regression durchgefuhrt. In die
Berechnung des Modells gingen die Variablen Geschlecht, Alter, Steatosis
hepatis, HCV-Genotyp 1 oder 4, die Hohe der Viruslast vor Therapiebeginn groer
oder gleich 600.000 IU/ml, zwei Wildtyp-Allele und ein BMI kleiner 25 ein. Es
waren hier ebenfalls Informationen von 213 Patienten verfligbar. Die Auswertung
des berechneten Modells zeigte, dass im vorliegenden Studienkollektiv das Fehlen
einer Steatosis hepatis (Odds Ratio [OR]=2,079; 95% Konfidenzintervall [CI] 1,104
bis 3,916; p=0,023) als positiver unabhangiger pradiktiver Faktor fur das
Ausbleiben eines dauerhaften Therapieansprechens angesehen werden kann.
Eine Infektion mit einem anderen HCV-Genotyp als 1 oder 4 (Odds Ratio
[OR]=0,223; 95% Konfidenzintervall [CI] 0,096 bis 0,517; p<0,001) und eine
Viruslast zu Therapiebeginn unter 600.000 |U/ml (Odds Ratio [OR]=0,473; 95%
Konfidenzintervall [Cl] 0,251 bis 0,890; p=0,020) konnen als positive unabhangige
pradiktive Faktoren flir ein dauerhaftes Therapieansprechen in der

Studienpopulation angesehen werden (siehe Tabelle 4).
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Variable/SVR Standard- | Odds 95% CI p
fehler Ratio

Weiblich 0,352 1,538 0,813-2,909 0,186
Alter 0,355 0,855 0,426-1,714 0,658
Steatosis 0,323 2,079 1,104-3,916 0,023
Nicht HCV-GT 1/4 0,429 0,223 0,096-0,517 0,000
HCV-RNA < 600K IU/ml | 0,323 0,473 0,251-0,890 0,020
V444A nicht wt 0,457 1,749 0,714-4,281 0,221
BMI=25 0,322 0,707 0,376-1,330 0,282

Tabelle 4: Nominale logistische Regression; unabhangige Variable dauerhaftes

Therapieansprechen (SVR); Signifikanzniveau p < 0,05; n=213

4.3 GOT, GPT und y-GT bei Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12
und der Polymorphismus V444A

4.3.1 GOT

Bei den 197 Patienten, bei denen zu Therapiewoche 12 (T12) der antiviralen
Therapie keine HCV-RNA im Serum nachweisbar war, wurde die Hohe der
Aktivitat der Aspartataminotransferase (GOT) im Serum zu diesem Zeitpunkt
betrachtet und in Beziehung zum Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe
BSEP gesetzt.

Von den 31 Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen dieser Gruppe von 197 Patienten
wiesen 18 Patienten (58,1%) eine Aktivitdt der GOT im Serum oberhalb des

oberen Referenzwertes auf. Bei 97 der Ubrigen 166 Patienten (58,4%) war die
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Aktivitat der GOT im Serum oberhalb des oberen Referenzwertes (siehe Abb. 14).

GOT-V444A-Wildtyp
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30,0% A
20,0% A
10,0% -
0,0% -

Aktivitat i.S. GOT erhoht

wt [n=31] nicht wt [n=166]

V444A

Abb. 14: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 58,1 %, nicht Wildtyp 58,4 %;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

45 der 70 homozygoten Patienten (60,0%) wiesen zu T12 eine erhdhte Aktivitat
der GOT im Serum auf. Von 127 nicht homozygoten Patienten fand sich bei 70
Patienten (64,3%) eine erhohte Aktivitdt der GOT im Serum zu T12 (siehe Abb.
15). Im Vergleich konnte folglich bei 58,1% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen
gegenuber 60,0% der homozygoten Patienten eine Erhdhung der Aktivitat der
GOT im Serum zu T12 nachgewiesen werden (sieche Abb. 16).
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Abb. 15: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; homozygot 60,0%, nicht homozygot 64,3%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

GOT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 16: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 58,1%, homozygot 60,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Zusatzlich wurde der Anteil der Patienten mit einer Aktivitat der GOT im Serum
oberhalb des oberen Referenzwertes zu T12 in der Gruppe der Patienten
bestimmt, bei denen zu T12 keine HCV-RNA nachweisbar war und die ohne

sonographischen oder histologischen Nachweis einer Steatosis hepatis waren.



Demnach wurde bei 9 der 17 Patienten (52,9%) dieser Gruppe (n=111) mit zwei
Wildtyp-Allelen eine erhéhte Aktivitdt der GOT zu T12 im Serum gemessen. Der
Anteil der Patienten, die nicht zwei Wildtyp-Allele besal3en, mit einer Erhdhung der
Aktivitat der GOT im Serum zu T12 lag bei 54,3% (51 von 94 Patienten) (siehe
Abb. 17).

GOT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 17: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 52,9%, nicht Wildtyp 54,3 %; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Von den 38 homozygoten Patienten dieser Gruppe wiesen zu T12 25 Patienten
(65,8%) eine erhohte Aktivitdt der GOT im Serum auf. 35 der 73 nicht
homozygoten Patienten (47,9%) zeigten zu diesem Zeitpunkt eine Erhéhung der
Aktivitat der GOT im Serum (siehe Abb. 18).
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GOT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 18: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
homozygot 65,8%, nicht homozygot 47,9%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Somit steht ein Anteil der Patienten mit einer Erhéhung der Aktivitdt der GOT im
Serum zu T12 von 52,9% bei den Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen einem Anteil

von 65,8% bei den homozygoten Patienten gegentber (siehe Abb. 19).

GOT-V444A-Wildtyp vs. homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 19: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 52,9%, homozygot 65,8%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die Unterschiede zwischen den oben aufgefihrten Gruppen in Bezug auf eine

erhdhte Aktivitat der GOT im Serum zu T12 waren statistisch nicht signifikant.
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4.3.2 GPT

Ebenso wurde zu T12 die Aktivitat der Alaninaminotransferase (ALT/GPT) im
Serum bei den 197 Patienten, die zu T12 ohne Nachweis von HCV-RNA im Serum
waren, in Beziehung zum Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP
betrachtet.

Von den 31 Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen wiesen 14 Patienten (45,2%) eine
erhohte Aktivitat der GPT im Serum zu T12 auf. Bei den Ubrigen Patienten wurde
bei 61 von 166 Patienten (36,7%) zu T12 eine erhohte Aktivitat der GPT im Serum
gemessen (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 45,2%, nicht Wildtyp 36,7%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Bei 28 der 70 homozygoten Patienten (40,0%) wurde zu T12 eine erhdhte Aktivitat
der GPT im Serum festgestellt. 47 von den 127 nicht homozygoten Patienten
(37,0%) wiesen eine erhohte Aktivitat der GPT im Serum zu T12 auf (siehe Abb.
21). Im Vergleich stellt sich demnach der Anteil der Patienten mit einer Erhéhung
der Aktivitat der GPT im Serum zu T12 der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen mit
45,2% gegenuber dem der homozygoten Patienten mit 40,0% dar (siehe Abb. 22).
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Abb. 21: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; homozygot 40,0%, nicht homozygot 37,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

GPT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 22: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 45,2%, homozygot 40,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

In der Subgruppe der Patienten (n=111), bei denen zu T12 keine HCV-RNA
detektiert werden konnte und die ohne Nachweis einer Steatosis hepatis waren,
wurde bei 6 der 17 Patienten (35,3%) mit zwei Wildtyp-Allelen eine Aktivitat der
GPT im Serum oberhalb des oberen Referenzwertes gemessen. 29 der 94
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Patienten (30,9%) dieser Gruppe, die nicht zwei Wildtyp-Allele besalen, zeigten
zu T12 eine Erhdhung der GPT (siehe Abb. 23).

GPT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Aktivitat i.S. GPT erhoht

wt [n=17] nicht wt [n=94]

V444A

Abb. 23: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 35,3%, nicht Wildtyp 30,9%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Bei den homozygoten Patienten dieser Gruppe wurde bei 15 von 38 Patienten
(39,5%) eine erhdhte Aktivitat der GPT im Serum zu diesem Zeitpunkt gemessen,
wahrend dieses bei 20 von 73 der nicht homozygoten Patienten (27,4%) der Fall
war (siehe Abb. 24).

GPT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 24: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der GPT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;

homozygot 39,5%, nicht homozygot 27,4%; Unterschied statistisch nicht signifikant.
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Im Vergleich stellt es sich folglich so dar, dass 35,3% der Patienten mit zwei
Wildtyp-Allelen und 39,5% der homozygoten Patienten unter den Patienten ohne
Steatosis hepatis eine Erhdhung der Aktivitat der GPT im Serum zu T12
aufwiesen (siehe Abb. 25).

GPT-V444A-Wildtyp vs. homozygot-ohne Steatosis hepatis
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wt [n=17] homozygot [n=38]
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Abb. 25: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GPT i.S. zu Therapiewoche 12(T12) bei den
Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 35,3%, homozygot 39,5%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die Unterschiede zwischen den oben aufgefiihrten Gruppen im Bezug auf eine

erhdhte Aktivitat der GPT im Serum zu T12 waren statistisch nicht signifikant.

4.3.3y-GT

Neben den Transaminasen GOT und GPT wurde zu Therapiewoche 12 (T12)
auch die Aktivitat der y-Glutamyltransferase (y-GT) im Serum bei den Patienten
ohne Nachweis von HCV-RNA im Serum betrachtet und in Beziehung zum
Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP gesetzt.

Bei 196 der 197 Patienten, bei denen zu Therapiewoche 12 keine HCV-RNA im
Serum nachgewiesen werden konnte, war Information Uber die Héhe der Aktivitat
der y-GT im Serum zu T12 verfugbar.
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Von den 31 Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen wiesen 11 Patienten (35,5%) zu
T12 eine erhohte Aktivitat der y-GT im Serum auf. In der Gruppe der Ubrigen
Patienten fanden sich bei 43 von 165 Patienten (26,1%) erhdhte Werte fur die
Aktivitat der y-GT im Serum (siehe Abb. 26).

y-GT-V444A-Wildtyp
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70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0% A
20,0% A
10,0% -
0,0% -

Aktivitat i. S. y-GT erhoht

N

wt [n=31] nicht wt [n=165]

V444A

Abb. 26: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 35,5%, nicht Wildtyp 26,1%;
Unterschied statistisch nicht signifikant.

In der Gruppe der 69 homozygoten Patienten wurde bei 15 Patienten (21,7%) zu
T12 eine erhohte Aktivitat der y-GT im Serum gefunden. Bei den nicht
homozygoten Patienten war bei 39 von 127 Patienten (30,7%) die Aktivitat der y-
GT im Serum zu T12 erhdht. Somit zeigt sich, dass zu T12 bei 35,5% der
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen im Vergleich zu 21,7% der homozygoten
Patienten eine erhdhte Aktivitat der y-GT gemessen werden konnte (siehe Abb. 27
und 28).
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y-GT-V444A-homozygot
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homozygot [n=69] nicht homozygot [n=127]

V444A

Abb. 27: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; homozygot 21,7%, nicht homozygot 30,7%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

y-GT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 28: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12; Wildtyp 35,5%, homozygot 21,7%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

In der Subgruppe der Patienten ohne sonographischen oder histologischen
Nachweis einer Steatosis hepatis (n=110) war bei 6 der 17 Patienten (35,3%) mit
zwei Wildtyp-Allelen und bei 21 von 93 der Ubrigen Patienten (22,6%) die Aktivitat
der y-GT im Serum zu T12 erhoht (siehe Abb. 29).
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y-GT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 29: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 35,3%, nicht Wildtyp 22,6%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

10 von 37 homozygoten Patienten (27,0%) dieser Gruppe zeigten zu T12 eine
erhdhte Aktivitat der y-GT im Serum, wohingegen bei 17 der 73 nicht
homozygoten Patienten (23,3%) die Aktivitat der y-GT im Serum zu T12 erhdht
war (siehe Abb. 30).

y-GT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 30: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;

homozygot 27,0%, nicht homozygot 23,3%; Unterschied statistisch nicht signifikant.



Vergleichend stellt sich der Anteil der Patienten mit einer Erhdhung der y-GT im
Serum zu T12 bei den Patienten ohne Steatosis hepatis also mit 35,3% bei den
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen und 27,0% bei den homozygoten Patienten dar
(siehe Abb. 31).

y-GT-V444A-Wildtyp vs. homozygot-ohne Steatosis hepatis
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wt [n=17] homozygot [n=37]
V444A

Abb. 31: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12;
Wildtyp 35,3%, homozygot 27,0%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die Unterschiede zwischen den oben aufgefihrten Gruppen in Bezug auf eine

erhdhte Aktivitat der y-GT im Serum zu T12 waren statistisch nicht signifikant.

4.3.4 Steatosis hepatis

In einem weiteren Schritt wurde in der Gruppe der 197 Patienten, bei denen zu
Therapiewoche 12 (T12) keine HCV-RNA im Serum nachweisbar war, untersucht,
ob der sonografische oder histologische Nachweis einer Steatosis hepatis mit
einer erhdhten Aktivitat der GOT, GPT oder y-GT einhergeht. Bei 193 Patienten
war hierlber Information verfligbar.

Hier zeigte sich, dass von den 82 Patienten, bei denen eine Steatosis hepatis
nachgewiesen wurde, 52 Patienten (63,4%) eine erhdhte Aktivitat der GOT, 39
Patienten (47,6%) eine erhdhte Aktivitat der GPT und 27 Patienten (32,9%) eine
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erhohte Aktivitat der y-GT im Serum zu T12 aufwiesen. Bei den 111 Patienten
ohne Nachweis einer Steatosis hepatis wurde bei 60 Patienten (54,1%) eine
erhohte Aktivitat der GOT, bei 35 Patienten (31,5%) eine erhohte Aktivitat der GPT
und bei 27 Patienten (24,3%) eine erhodhte Aktivitat der y-GT im Serum zu T12
gemessen. Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren in Bezug auf eine
erhohte Aktivitat der GOT und y-GT statistisch nicht signifikant. Der Unterschied
bei Betrachtung der GPT war statistisch signifikant mit p=0,026 (siehe Abb. 32).

GOT, GPT und y-GT Steatosis hepatis

90,0%
80,0%
70,0% ST I
60,0% -+
20,0%
40,0% A
30,0% -+
20,0% -
10,0% A
0,0% - T
Steatosis hepatis[n=82) keine Steatosis hepatis[n=111]

p=0,026

GOT

Antell Patienten mit
erhohter Aktivititin %

Sonographie/Histologie

Abb. 32: Anteil der Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T12 mit erhohter Aktivitat der GOT,
GPT und y-GT i.S. zu Therapiewoche 12 (T12) in Bezug auf Sonographie/Histologie; Unterschiede
fur GOT und y-GT statistisch nicht signifikant. Fir GPT p=0,026.

4.4 GOT, GPT und y-GT bei Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24
und der Polymorphismus V444A

441 GOT

Bei 195 Patienten, die zu Therapiewoche 24 (T24) der antiviralen Therapie ohne
Nachweis von HCV-RNA im Serum waren, wurde die HOhe der Aktivitat der
Aspartataminotransferase (AST/GOT) im Serum zu diesem Zeitpunkt betrachtet
und in Beziehung zum Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP
gesetzt.
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31 dieser Patienten besalRen zwei Wildtyp-Allele. Hiervon zeigten 15 (48,4 %) eine
erhohte Aktivitat der GOT zu T24 im Serum. Von den Ubrigen 164 Patienten
wiesen 89 (54,3 %) Werte oberhalb des oberen Referenzwertes fur die Aktivitat
der GOT im Serum zu Therapiewoche 24 auf (siehe Abb. 33).

GOT-V444A-Wildtyp
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0,0% -

Aktivitat i.S. GOT erhoht

wt [n=31] nicht wt [n=164]

V444A

Abb. 33: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitdt der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 48,4 %, nicht Wildtyp 54,3 %;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

50,0% (35 von 70 Patienten) der Patienten, die homozygot fir den
Genpolymorphismus V444A von BSEP waren, wiesen zu Therapiewoche 24 der
antiviralen Therapie eine erhohte Aktivitat der GOT im Serum auf. Bei den 125
nicht homozygoten Patienten waren es zu diesem Zeitpunkt 55,2% (69 Patienten)
(siehe Abb. 34). Vergleichend stellt sich der Anteil der Patienten mit einer
Erhéhung der Aktivitdt der GOT im Serum zu T24 bei den Patienten mit zwei
Wildtyp-Allelen mit 48,4% gegenuber dem der homozygoten Patienten mit 50,0%
dar (siehe Abb. 35).
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GOT-V444A-homozygot
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Abb. 34: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; homozygot 50,0%, nicht homozygot 55,2%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

GOT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 35: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 48,4%, homozygot 50,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Zusatzlich wurde der Anteil der Patienten mit einer Aktivitat der GOT im Serum
oberhalb des oberen Referenzwertes zu T24 in der Subgruppe der Patienten
bestimmt, bei denen zu T24 keine HCV-RNA nachweisbar war und die ohne
sonographischen oder histologischen Nachweis einer Steatosis hepatis waren
(n=124).
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Hier fand sich, dass 9 von 20 Patienten (45,0%) dieser Gruppe mit zwei Wildtyp-
Allelen und 33 von 104 (26,6%) der Patienten ohne zwei Wildtyp-Allele zu T24
eine Erhéhung der Aktivitat der GOT im Serum hatten (siehe Abb. 36).

GOT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 36: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
Wildtyp 45,0%, nicht Wildtyp 26,6%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

23 von 47 homozygoten Patienten (48,9%) dieser Gruppe wiesen zu T24 eine
Erhdhung der Aktivitat der GOT im Serum auf. Bei den 77 nicht homozygoten
Patienten wurde bei 34 Patienten (44,2%) eine erhdhte Aktivitdt der GOT im

Serum gemessen (siehe Abb. 37).
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GOT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 37: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
homozygot 48,9%, nicht homozygot 44,2%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Im Vergleich wiesen also 45,0% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen und 48,9%
der homozygoten Patienten in der Subgruppe der Patienten ohne Steatosis
hepatis eine Erhdhung der Aktivitdt der GOT im Serum zu T24 auf (siehe Abb. 38).

GOT-V444A-Wildtyp vs. homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 38: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GOT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
Wildtyp 45,0%, homozygot 48,9%; Unterschied statistisch nicht signifikant.



Die Unterschiede zwischen den oben aufgefuhrten Patientengruppen in Bezug auf
den Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP und eine erhdhte

Aktivitat der GOT im Serum waren zu Therapiewoche 24 nicht signifikant.

4.4.2 GPT

Zu T24 wurde ebenso die Aktivitat der Alaninaminotransferase (ALT/GPT) im
Serum der 195 Patienten, die zu T24 ohne Nachweis von HCV-RNA im Serum
waren, in Beziehung zum Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP
betrachtet.

10 der 31 Patienten (32,2%) mit zwei Wildtyp-Allelen wiesen zu T24 eine erhdhte
Aktivitat der GPT im Serum auf. Bei den ubrigen Patienten wurde bei 58 von 164
Patienten (35,4%) zu T24 eine erhohte Aktivitdt der GPT im Serum gemessen.
(Siehe Abb. 39).

GPT-V444A-Wildtyp
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Abb. 39: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 32,2%, nicht Wildtyp 35,4%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Unter den 70 homozygoten Patienten waren 23 Patienten (32,9%), bei denen zu
T24 eine erhdhte Aktivitat der GPT im Serum festgestellt wurde. Bei 45 der 125
nicht homozygoten Patienten (36,0%) war zu Therapiewoche 24 eine erhohte
Aktivitat der GPT im Serum feststellbar (siehe Abb. 40). Somit zeigt sich, dass bei
32,2% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen im Vergleich zu 32,9% bei den
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homozygoten Patienten eine erhodhte Aktivitdt der GPT im Serum zu T24
gemessen werden konnte (siehe Abb. 41).

GPT-V444A-homozygot
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Abb. 40: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; homozygot 32,9%, nicht homozygot 36,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

GPT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 41: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 32,2%, homozygot 32,9%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

In der Subgruppe dieser Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis (n=124)
war die Aktivitat der GPT im Serum bei 7 der 20 Patienten (35,0%) mit zwei
Wildtyp-Allelen gegenuber 33 der 104 Patienten (31,7%) ohne zwei Wildtyp-Allele
zu T24 erhoht (siehe Abb. 42).



GPT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 42: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
Wildtyp 35,0%, nicht Wildtyp 31,7%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Unter den 47 homozygoten Patienten ohne Steatosis hepatis fand sich bei 16
Patienten (34,0%) eine Erh6hung der Aktivitat der GPT im Serum zu T24. Bei den
nicht homozygoten Patienten dieser Gruppe waren es 24 von 77 Patienten
(31,2%) (siehe Abb. 43).

GPT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 43: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;

homozygot 34,0%, nicht homozygot 31,2%; Unterschied statistisch nicht signifikant.
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Gegenubergestellt wiesen also 35,0% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen und
34,0% der homozygoten Patienten eine erhohte Aktivitat der GPT im Serum zu

T24 bei den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis auf (siehe Abb. 44).

GPT-V444A-Wildtyp vs. homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 44: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitdt der GPT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis; Wildtyp 35,0%, homozygot 34,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf eine erhohte Aktivitat der

GPT im Serum zu T24 waren statistisch nicht signifikant.

4.4.3 y-GT

Die Aktivitat der y-Glutamyltransferase (y-GT) im Serum bei den Patienten ohne
Nachweis von HCV-RNA im Serum zu T24 wurde betrachtet und in Beziehung
zum Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP gesetzt.

In der Gruppe der 31 Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen wiesen 10 Patienten
(32,3%) zu Therapiewoche 24 eine erhdhte Aktivitat der y-GT im Serum auf. In der
Gruppe der Ubrigen 164 Patienten fanden sich zu diesem Zeitpunkt bei 50
Patienten (30,5%) erhdhte Werte flr die Aktivitat der y-GT im Serum (siehe Abb.
45).
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Abb. 45: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 32,3%, nicht Wildtyp 30,5%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

20 der 70 homozygoten Patienten (28,6%) wiesen zu T24 eine erhohte Aktivitat
der y-GT im Serum auf. Bei den nicht homozygoten Patienten war bei 40 von 125
Patienten (32,0%) die Aktivitat der y-GT im Serum zu T24 erhdht (siehe Abb. 46).
So lie} sich bei 32,3% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen gegenuber 28,6%
der homozygoten Patienten eine Erhdhung der Aktivitat der y-GT im Serum zu
T24 finden (siehe Abb. 47).
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Abb. 46: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; homozygot 28,6%, nicht homozygot 32,0%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

y-GT-V444A-Wildtyp vs. homozygot
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Abb. 47: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24; Wildtyp 32,3%, homozygot 28,6%;

Unterschied statistisch nicht signifikant.

Auch die Aktivitat der y-GT im Serum wurde in der Subgruppe der Patienten ohne
Nachweis einer Steatosis hepatis zu T24 untersucht. Hier wurde bei 5 der 20
Patienten (25,0%) mit zwei Wildtyp-Allelen und bei 29 der 104 Patienten (27,9%)
ohne zwei Wildtyp-Allele zu T24 eine Erhohung der Aktivitat der y-GT im Serum
gefunden (siehe Abb. 48).
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y-GT-V444A-Wildtyp-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 48: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
Wildtyp 25,0%, nicht Wildtyp 27,9%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Bei den 47 homozygoten Patienten dieser Gruppe hatten 15 Patienten (31,9%) zu
T24 eine erhdhte Aktivitat der y-GT im Serum, wahrend es bei den 77 nicht
homozygoten Patienten 19 Patienten (24,7%) waren (siehe Abb. 49).

y-GT-V444A-homozygot-ohne Steatosis hepatis
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Abb. 49: Anteil der Patienten mit erhohter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei

den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;

homozygot 31,9%, nicht homozygot 24,7%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Im Vergleich war also bei 25,0% der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen und bei
31,9% der homozygoten Patienten die Aktivitat der y-GT im Serum in der Gruppe
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der Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis zu T24 erhdht (siehe Abb.
50).

y-GT-V444A-Wildtyp vs. homozygot- ohne Steatosis hepatis
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Abb. 50: Anteil der Patienten mit erhdhter Aktivitat der y-GT i.S. zu Therapiewoche 24 (T24) bei
den Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis und ohne Nachweis von HCV-RNA zu T24;
Wildtyp 25,0%, homozygot 31,9%; Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf eine erhéhte Aktivitat der y-
GT im Serum zu Woche 24 der antiviralen Therapie waren statistisch nicht

signifikant.
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5. Diskussion

5.1 Therapieansprechen insgesamt

In der vorliegenden Studie wurde an einem Kollektiv von 260 Patienten die
Therapie ihrer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion evaluiert. Alle 260 Patienten
waren nachweislich chronisch mit dem Hepatitis C-Virus infiziert. Die Patienten
wurden, wie oben beschrieben, je nach vorliegendem HCV-Genotyp und
virologischem Ansprechen zwischen 24 und 72 Wochen mit pegyliertem Interferon
alpha und dem Nukleosidanalogon Ribavirin therapiert. Es wurden nur Patienten
in die Studie eingeschlossen, die vor der untersuchten antiviralen Therapie keine
Therapie ihrer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion erhalten hatten, die also
therapienaiv waren.

Im vorliegenden Kollektiv erzielten insgesamt, unabhangig aller untersuchten
Faktoren, 143 von 255 Patienten (56,1%) ein dauerhaftes Therapieansprechen
(SVR). Diese Ansprechrate ist koharent mit denen vorheriger, groRer
Therapiestudien mit pegyliertem Interferon alpha und Ribavirin. 2001 fanden
Manns et al. einen Anteil von 54% an SVR uber das gesamte Studienkollektiv, das
mit pegyliertem Interferon alpha 2b in einer der vorliegenden Studie
entsprechenden Dosis therapiert wurde {Manns 2001}. Bei Fried et al. lag die
Ansprechrate fur SVR bei 56% in einem Patientenkollektiv, das mit pegyliertem
Interferon alpha 2a therapiert wurde {Fried 2002}.

220 der 260 Patienten (84,6%) des vorliegenden Studienkollektivs sprachen zu
Therapieende (ETR) auf die antivirale Kombinationstherapie an. Diese Werte
waren bei Manns et al. (65% ETR) und Fried et al. (69% ETR) leicht geringer, bei
Hadziyannis et al. (69-85%) ahnlich {Hadziyannis 2004}.

Im vorliegenden Kollektiv zeigte das Geschlechterverhaltnis einen Anteil von
51,9% weiblichen und 48,1% mannlichen Patienten. Das Geschlecht war hier kein
unabhangiger Pradiktor fur dauerhaftes Therapieansprechen in der logistischen
Regression. Dieser Zusammenhang wurde auch in den grolen Studien zur
Wirksamkeit der Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin
gefunden {Manns 2001}, {Fried 2002}, {Berg 2003}, {Hadziyannis 2004}.
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Ein junges Alter der Patienten bei Therapiebeginn (<40 Jahre) wurde von Manns
et al. und Fried et al. als unabhangiger Pradiktor fur dauerhaftes
Therapieansprechen gesehen, Berg et al. fanden diesen Zusammenhang nicht.
Das Ergebnis der vorliegenden Studie weist eine Tendenz zum besseren
dauerhaften Ansprechen bei Patienten mit einem Alter unter 40 Jahren bei
Therapiebeginn auf (65.3% vs. 52,8% SVR). Allerdings war der Unterschied
zwischen beiden Gruppen statistisch nicht signifikant und das Alter konnte in der
logistischen Regression nicht als unabhangiger Pradiktor fur dauerhaftes
Therapieansprechen ausgemacht werden.

Es gibt Studien, die ein niedriges Korpergewicht als unabhangigen Pradiktor fur
dauerhaftes Therapieansprechen definieren {Manns 2001}, {Fried 2002}. Durch
Berg et al. konnte dieser Zusammenhang wiederum nicht gezeigt werden {Berg
2003}. In der vorliegenden Studie wurde das Therapieansprechen in Bezug auf
den BMI untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im dauerhaften
Therapieansprechen zwischen Patienten, die normalgewichtig, ibergewichtig oder
adipds waren (52,8% SVR BMI < 25; 60% SVR BMI = 25; 58,1% SVR BMI = 30).
In der nominalen logistischen Regression stellte sich der BMI vor Therapie
ebenfalls nicht als unabhangiger pradiktiver Faktor fir ein dauerhaftes
Therapieansprechen heraus. Bezlglich der vorliegenden Ergebnisse zum
dauerhaften Therapieansprechen auf die antivirale Kombinationstherapie in
Abhangigkeit vom BMI muss festgehalten werden, dass diese nicht unbedingt mit
den Ergebnissen der oben genannten Studien vergleichbar sind, da diese nicht
den BMI als Index, der das Kdrpergewicht in Relation zum KdrpergroRe setzt,
sondern lediglich das Kérpergewicht betrachten.

Die Betrachtung des HCV-Genotyps, mit dem die Patienten der vorliegenden
Studie infiziert waren, zeigt ein ahnliches Bild, wie in den ubrigen Studien zur
Wirksamkeit der antiviralen Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und
Ribavirin {Manns 2001}, {Fried 2002}, {Hadziyannis 2004}. Die grol3e Mehrzahl der
Patienten war im vorliegenden Kollektiv mit HCV-Genotyp 1 infiziert (75%). Eine
Infektion mit Genotyp 2 oder 3 lag zu 22,3% vor. Das Therapieansprechen wurde
hier in Bezug auf den vorliegenden HCV-Genotyp untersucht. Ein Ansprechen zu
Therapieende (ETR) zeigten 81,1% der Patienten, die mit Genotyp 1 oder 4
infiziert waren und 96,6% der Patienten, die mit einem anderen Genotyp infiziert

waren. Der Unterschied war statistisch signifikant mit p=0,003. Der Einfluss des
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Genotyps auf das dauerhafte Therapieansprechen war noch deutlicher
ausgepragt. Die Patienten mit einer Genotyp 1- oder 4-Infektion sprachen zu
48,7% dauerhaft auf die antivirale Kombinationstherapie an. In der Gruppe der
Patienten, die mit einem anderen Genotyp infiziert waren, erzielten 82,8% ein
SVR. Der Unterschied war signifikant mit p<0,001 und in der nominalen
logistischen Regression stellte sich eine Infektion mit einem anderen HCV-
Genotyp als 1 oder 4 als starkster Pradiktor flr ein dauerhaftes
Therapieansprechen heraus (p<0,001, siehe Tabelle 4). Dass der vorliegende
HCV-Genotyp das Therapieansprechen mit am starksten beeinflusst, wurde auch
von Manns et al., Fried et al. und Hadziyannis et al. gezeigt. Die Ansprechraten
fur SVR bei Genotyp 1 lagen hier zwischen 42 und 52% gegenuber 76 bis 84% bei
den Patienten mit Genotyp 2 oder 3 {Manns 2001}, {Fried 2002}, {Hadziyannis
2004}. Die Ursache dieses schlechteren Therapieansprechens beim HCV-
Genotyp 1 ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht ausreichend geklart. Hierzu bedarf
es noch einer genaueren Charakterisierung des Virus und seines
Replikationszyklus und der Interaktion mit der Wirtszelle.

Ein weiterer unabhangiger Pradiktor flir dauerhaftes Therapieansprechen auf eine
Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin bei chronischer
Hepatitis C-Virusinfektion ist im vorliegenden Studienkollektiv die Hdhe der
Viruslast vor Therapiebeginn. Patienten, deren Viruslast vor Therapie unter
600.000 IU/ml lag, sprachen signifikant haufiger dauerhaft auf die antivirale
Kombinationstherapie an als Patienten mit einer Viruslast, die vor Therapiebeginn
grolRer oder gleich 600.000 IU/ml war (64,3 vs. 46,7% SVR; p=0,008). In der
durchgefuihrten nominalen logistischen Regression fand sich die Hohe der
Viruslast vor Therapie unter 600.000 IU/ml als unabhangiger Pradiktor flr
dauerhaftes Therapieansprechen mit dem zweithochsten Signifikanzniveau von
p=0,020 nach dem Fehlen von HCV-Genotyp 1 oder 4. Auch andere Autoren
konnten die Hohe der Viruslast vor Therapie als unabhangigen Pradiktor flr
dauerhaftes Therapieansprechen ausmachen. Der untere Grenzwert der Hohe der
Viruslast, die das Therapieansprechen negativ beeinflusst, variiert allerdings. So
sind Werte zwischen 130.000 und 2.000.000 IU/ml zu finden {Manns 2001}, {Fried
2002}, {Berg 2003}. McHutchinson et al. konnten 2009 zeigen, dass eine Viruslast
vor Therapie kleiner oder gleich 600.000 IU/ml als unabhangiger Pradiktor fur
dauerhaftes Therapieansprechen anzusehen ist {McHutchison 2009}.
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Da im vorliegenden Studienkollektiv der HCV-Genotyp 1 und eine hohe Viruslast
als unabhangige Pradiktoren fir das Ausbleiben eines dauerhaften
Therapieansprechens auf die antivirale Kombinationstherapie mit pegyliertem
Interferon alpha und Ribavirin gefunden wurde und dieser Zusammenhang auch
so in den meisten grof3en Studien zur Wirksamkeit dieser Therapie bestand, kann
angenommen werden, dass das vorliegende Studienkollektiv reprasentativ ist und

sich fur weitere Analysen eignet.

5.2 Steatosis hepatis

Das Vorliegen einer Steatosis hepatis wird von einigen Autoren ebenfalls als
unabhangiger pradiktiver Faktor flir das Ausbleiben eines dauerhaften
Therapieansprechens gesehen {Poynard 2003a}, {McHutchison 2009}.

Dieses steht im Kontrast zu den Resultaten der vorliegenden Studie. Die
Patienten, bei denen der Nachweis einer Steatosis hepatis erfolgte, sprachen
signifikant haufiger auf die antivirale Kombinationstherapie an als Patienten ohne
Steatosis hepatis (69,5 vs. 49,4% SVR, p=0,002). In der durchgefuhrten
logistischen Regression stellte sich das Vorhandensein einer Steatosis hepatis
ebenfalls als unabhangiger Pradiktor fur dauerhaftes Therapieansprechen dar.

Im vorliegenden Kollektiv konnte die Verteilung der HCV-Genotypen einen
moglichen Erklarungsansatz fur das vorliegende Ergebnis liefern. Unter den 157
Patienten ohne Nachweis einer Steatosis hepatis waren 124 Patienten (79,0%),
die mit HCV-Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, wahrend unter den 97 Patienten, bei
denen eine Steatosis hepatis nachgewiesen wurde, 67 Patienten (69,1%) eine
Infektion mit HCV-Genotyp 1 oder 4 hatten. Es ist also denkbar, dass der hohere
Anteil an Infektionen mit HCV-Genotyp 1 oder 4 in der Gruppe der Patienten ohne
Steatosis hepatis das Ergebnis zum schlechteren Therapieansprechen innerhalb
dieser Gruppe beeinflusst hat. Der HCV-Genotyp stellt im vorliegenden
Studienkollektiv ~ namlich  den  starksten  Pradiktor fur  dauerhaftes
Therapieansprechen dar.

Zudem wurde in den oben angefihrten Studien, die den Nachweis einer Steatosis
hepatis als unabhangigen Pradiktor fur Therapieansprechen sahen, das Bestehen

einer Steatosis hepatis stets histologisch gesichert. In der vorliegenden Studie
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wurde nur bei einem kleinen Teil der Patienten eine Leberbiopsie durchgefuhrt
und histologisch auf das Vorliegen einer Steatosis hepatis untersucht. Bei der
grolden Mehrheit der Patienten stitzt sich die Diagnose einer Steatosis hepatis auf
die durchgefuhrte Sonographie der Leber. Der Befund der Sonographie der Leber
und vor allem die Diagnose einer Steatosis hepatis ist zu einem gewissen Teil
immer vom Untersucher abhangig. In der vorliegenden Studie wurde die
Sonographie der Leber nicht immer von demselben Untersucher durchgefihrt.
Daher kann eine Verzerrung des Ergebnisses durch untersucherabhangige
Unterschiede in der Durchfuhrung und Befundung der Sonographie der Leber
nicht ausgeschlossen werden.

Generell stellt sich die Frage nach Genese und Effekt der Steatosis hepatis im
Rahmen einer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion. Es gibt Anhalt dafur, dass
die Steatosis hepatis unmittelbar durch die bestehende Infektion der Hepatozyten
mit dem Hepatitis C-Virus hervorgerufen wird. Oxidativer Stress im Hepatozyten,
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), tragt zur Entstehung einer
Leberverfettung bei {Vidali 2008}, {Camma 2006}. Der Mechanismus, wie das
Hepatitis C-Virus oxidativen Stress und Steatosis hepatis induziert, ist noch nicht
vollstandig beschrieben. Es gibt verschiedene Stellen, an denen das Hepatitis C-
Virus mit dem Lipidmetabolismus des Hepatozyten interferiert. Hierbei spielt das
core-Protein eine wichtige Rolle {Roingeard 2013}.

Die Expression des core-Proteins von HCV geht mit einer erhdhten Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies in verschiedenen Zelllinien einher {Okuda 2002}.
Durch eine Inhibition des mitochondrialen Elektronentransports scheint das Virus
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zu initiieren {Korenaga 2005}.

Ferner inhibiert das core-Protein die Aktivitat des mikrosomalen Triglycerid-
Transferproteins (MTP) und damit die VLDL-Sekretion {Perlemuter 2002}. Dieser
Effekt ist bei HCV-Genotyp 3 starker als bei anderen HCV-Genotypen ausgepragt
{Mirandola 2006}. Ein weiterer Ort, an dem das Hepatitis C-Virus den
Fettstoffwechsel der Hepatozyten beeinflusst, ist der PPAR alpha, einem
nuklearen Rezeptor, der Uber eine Regulation der Expression von Enzymen des
R-Oxidationssystems in Peroxisomen, Microsomen und Mitochondrien den
Fettstoffwechsel im Hepatozyten moduliert. In vitro konnte gezeigt werden, dass
das core-Protein des Hepatitis C-Virus eine verminderte Expression von PPAR
alpha verursacht {Dharancy 2005}. Dieser Effekt ist ebenfalls besonders am HCV-
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Genotyp 3 zu beobachten {Gottardi 2006}. Daruber hinaus scheint es durch das
core-Protein und auch durch die Nichtstrukturproteine NS2, NS4b und NS5a zu
einer gesteigerten Aktivitat und Expression des sterol regulatory element-binding
protein 1 (SREBP 1) zu kommen {Waris 2007}, {Kim 2007}, {Oem 2008}, {Park
2009}, {Xiang 2010}. Dieser Zusammenhang konnte insbesondere flr das core-
Protein von HCV-Genotyp 3a gezeigt werden {Jackel-Cram 2010}. SREBP 1 (in
Leberzellen wird vor allem SREBP 1c exprimiert) ist ein Transkriptionsfaktor, der
im inaktivem Zustand in einem Komplex mit dem SREBP cleavage-activating
protein (SCAP) an das ER gebunden ist und nach Aktivierung durch SCAP im
Rahmen eines Abfalls der intrazellularen Lipidkonzentration in den Nucleolus
gelangt {Bengoechea-Alonso 2007}. Dort bindet es an sterol responsive elements
(SREs) in der Promoterregion der Zielgene und kann so die Expression von
Genen des Fettsaurestoffwechsels hochregulieren, u.a. der Fettsdure-Synthase
{Horton 2002}, {Raghow 2008}.

Die oben aufgefuhrten Zusammenhange, die einen Erklarungsansatz fur den
Einfluss des Hepatitis C-Virus auf das Entstehen einer Steatosis hepatis liefern,
konnten auch im vorliegenden Studienkollektiv dazu gefuhrt haben, dass der
Anteil der Patienten, die nicht mit HCV-Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, in der
Gruppe der Patienten mit Nachweis einer Steatosis hepatis groRer war. Denn im
Umkehrschluss waren folglich mehr Patienten mit einer Infektion mit HCV-Genotyp
2 oder 3 in dieser Gruppe und die oben beschriebenen Zusammenhange
begrinden moglicherweise ein gehauftes Auftreten von Steatosis hepatis bei
Patienten, die mit HCV-Genotyp 3 infiziert sind. Allerdings sollte bedacht werden,
dass eine Steatosis hepatis auch durch viele andere Faktoren beglnstigt werden
kann. Es ist letztendlich nicht zu klaren, in welchen Mal} das Hepatitis C-Virus
oder andere Faktoren, wie Komorbiditaten und Komedikation, im vorliegenden
Studienkollektiv zur Entstehung beigetragen haben.

5.3 Der Polymorphismus V444A und Therapieansprechen

Wenige Studien existieren, die das Therapieansprechen bei chronischer HCV-
Infektion in Bezug auf den Polymorphismus V444A von BSEP untersuchen. Iwata

et al. fertigten eine Studie mit 451 Patienten an, die mit pegyliertem Interferon und
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Ribavirin behandelt wurden. Es ergab sich ein signifikanter Unterschied beim
dauerhaften Therapieansprechen (SVR) in Korrelation mit dem V444A-
Polymorphismus. Patienten, die mit HCV-Genotyp 2 oder 3 des Hepatitis C-Virus
infiziert waren und nicht das C-Allel trugen, erzielten haufiger ein dauerhaftes
Therapieansprechen und in der dort durchgefuhrten logistischen Regression
zeigte sich das C-Allel als unabhangiger Pradiktor fur das Ausbleiben eines
dauerhaften Therapieansprechens. In der Gruppe der Patienten, die mit HCV-
Genotyp 1 oder 4 infiziert waren, fanden Iwata et al. keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen SVR und dem Polymorphismus V444A.
Diese Arbeit zeigte daruber hinaus eine Assoziation zu einem hoheren Grad an
Leberfibrose bei Tragern des C-Allels {lwata 2011}.

Der Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus V444A und dem
Therapieansprechen bei chronischer Hepatitis C-Virusinfektion wurde auch von
Kubitz et al. untersucht. Sie evaluierten die Therapie mit Interferon und Ribavirin
von 353 Patienten und konnten einen signifikanten Zusammenhang fir HCV-
Genotyp 1 und 4 nachweisen. Die untersuchte Kohorte enthielt 282 Patienten mit
Genotyp 1 oder 4. Homozygote Trager des Wildtypallels hatten zu 84% ein
Ansprechen bei Ende der Therapie (ETR) und erreichten zu 62% ein dauerhaftes
Therapieansprechen. Bei Patienten, die nicht zwei Allele der A444-Variante
trugen, betrug die ETR-Rate lediglich 66% und die SVR-Rate 33%. Auch hier
konnte durch multivariate Regressionsanalyse der Polymorphismus V444A als
unabhangiger Pradiktor fur dauerhaftes Therapieansprechen ausgemacht werden
{Kubitz 2011}.

Eine weitere kurzlich erschienene Arbeit, die im Gegensatz zur vorliegenden
Studie primar das Therapieansprechen in Zusammenhang mit dem
Polymorphismus V444A und nicht den Transaminasenverlauf unter der antiviralen
Therapie untersucht, konnte ein signifikant haufigeres dauerhaftes
Therapieansprechen (SVR) bei den Wildtyp-Patienten gegentber den Ubrigen
Patienten aufzeigen. Diese Ergebnisse fanden sich sowohl im gesamten
Patientenkollektiv (60,5% vs.41,4%) als auch in der Gruppe der Patienten, die mit
Genotyp 1 oder 4 infiziert waren (62,2% vs. 33,2%). In der Gruppe der Patienten
mit Genotyp 2 oder 3 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im

Therapieansprechen {Sagir 2013}.
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Aus diesen Ergebnissen scheint hervorzugehen, dass der Genpolymorphismus
V444A  der Gallensalzexportpumpe BSEP einen Einfluss auf das
Therapieansprechen bei chronischer HCV-Infektion hat.

In der vorliegenden Studie wurde an einem Kollektiv von 260 Patienten der
Zusammenhang zwischen dauerhaftem  Therapieansprechen auf eine
Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin der chronischen
Hepatitis C-Virusinfektion Uberpruft. In Bezug auf das Therapieansprechen zu
Therapieende (ETR) zeigte sich in der vorliegenden Studie ein anderer
Zusammenhang als in Bezug auf dauerhaftes Therapieansprechen (SVR).
Wahrend sich fur ETR ein signifikant hoheres Ansprechen bei Patienten, die
homozygot flir den Polymorphismus V444A waren, gegeniber den anderen
Patienten zeigte (91,0% vs. 81,1% ETR, p=0,036), sprachen die Patienten mit
zwei Wildtyp-Allelen haufiger dauerhaft auf die antivirale Therapie an. Im Vergleich
zwischen den fur den Polymorphismus homozygoten Patienten und den Patienten
mit zwei Wildtyp-Allelen war der Unterschied allerdings nicht mehr signifikant
(91,0% vs. 90,0%).

Im Folgenden wird der Einfluss des Polymorphismus V444A vornehmlich auf das
dauerhafte Therapieansprechen (SVR) diskutiert, da dieses letztendlich den Erfolg
einer antiviralen Therapie darstellt und somit eine wesentlich héhere Relevanz als
ETR hat. Innerhalb des gesamten Patientenkollektivs erzielten 66,7% der
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen, 54,2% der Patienten, die fur den
Polymorphismus V444A homozygot oder heterozygot waren, und 49,4% der
homozygoten Patienten ein SVR. Es ist eine Tendenz zum schlechteren
dauerhaften Therapieansprechen beim C-Allel zu erkennen. Allerdings waren die
Unterschiede zwischen den Gruppen statistisch nicht signifikant. Auch in der
logistischen Regression fand sich keine statistische Signifikanz fur den
Polymorphismus V444A als unabhangiger Pradiktor fur SVR im gesamten
Patientenkollektiv (siehe Tabelle 4). Da aber der HCV-Genotyp, wie oben
ausgefuhrt, den groten Einfluss auf das Therapieansprechen hat, wurde das
Therapieansprechen in der Gruppe der Patienten, die mit HCV-Genotyp 1 oder 4
infiziert waren, gesondert evaluiert. In dieser Gruppe von 195 Patienten sprachen
die Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen signifikant haufiger dauerhaft auf die
antivirale Kombinationstherapie an als die Ubrigen Patienten. Die SVR-Rate lag

hier bei 65,6% gegenuber 46,0% bei den Patienten mit Hetero- oder Homozygotie
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fur V444A (p=0,042). Die geringste dauerhafte Ansprechrate in dieser Gruppe
wurde mit 40,3% bei den homozygoten Patienten gefunden. Es zeigte sich ein
signifikant schlechteres Ansprechen der homozygoten Patienten gegentber den
Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen (p=0,018). Wie durch Kubitz et al. und Sagir
konnte am vorliegenden Studienkollektiv somit gezeigt werden, dass der
Polymorphismus V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP das
Therapieansprechen einer chronischen Hepatitis C-Virusinfektion mit HCV-
Genotyp 1 oder 4 signifikant beeinflusst. Im Gegensatz zu Kubitz et al. wurde
dieses in der vorliegenden Studie anhand eines Kollektivs verdeutlicht, dass
einheitlich und ausschlief3lich mit pegyliertem Interferon therapiert wurde.

Mogliche Erklarungsansatze flir den Einfluss von V444A auf das
Therapieansprechen einer interferonbasierten Therapie der Hepatitis C-
Virusinfektion liefern Kubitz et al. {Kubitz 2011}. Wie bereits in der Einleitung
dieser Arbeit geschildert, konnte von einigen Arbeitsgruppen dargelegt werden,
dass der Polymorphismus V444A mit einer verminderten Expression von BSEP
einhergeht {Meier 2006}, {Byrne 2009}. Eine Erhdhung der intrazellularen
Gallensalzkonzentration ist also denkbar und konnte die Replikation des Hepatitis
C-Virus Uber eine FXR-Modulation beeinflussen {Kubitz 2011}. So konnten Chang
et al. in vitro nachweisen, dass die Expression von HCV-RNA und dem
Nichtstrukturprotein NS5B FXR-abhangig durch Gallensalze stimuliert wird {Chang
2007}. Dass die Replikation von HCV-Genotyp 1 durch Gallensalze ebenfalls
FXR-abhangig geférdert wird, demonstrierten Scholtes et al. in vitro {Scholtes
2008}.

Eine weitere mdgliche Erklarung fur den Einfluss des Polymorphismus V444A auf
das Therapieansprechen ist darin zu sehen, dass Gallensalze das Interferon-
signaling verandern {Kubitz 2011}. Podevin et al. konnten aufzeigen, dass es
durch Gallensauren konzentrationsabhangig zu einer Inhibition der interferon-
induzierten 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase (2’-5’-OAS), einem antiviralen Protein,
kommt {Podevin 1995}, {Podevin 1999}. Durch von der 2’-5-OAS gebildete
Oligoadenylate erfolgt eine Aktivierung der RNAse L, die in der Lage ist, zellulare
und virale RNA zu spalten {Silverman 1994}. Zusatzlich fihrten bei Podevin et al.
Gallensauren zu einer verminderten Expression weiterer antiviraler Proteine wie
MxA und OAS p100 in HepG2 Zellen {Podevin 1999}. In einer Arbeit von Chang et

al. wird beschrieben, dass Gallensalze die Phosphorylierung und somit Aktivitat
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von signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) verringern, welcher
an der Signaltransduktion zu den Interferon-Zielgenen beteiligt ist {Chang 2004},
{Kubitz 2011}.

In  wieweit sich die Erkenntnis, dass der Polymorphismus V444A der
Gallensalzexportpumpe BSEP das Therapieansprechen bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C-Virusinfektion beeinflusst, fur die klinische Anwendung
nutzbar machen lasst, ist nicht bekannt. Denkbar ware eine Individualisierung der
Therapie, eventuell mit zusatzlicher Komedikation unter Berlcksichtigung des

Polymorphismus V444A.

5.4 Der Polymorphismus V444A und die Transaminasen GOT, GPT sowie die
y-GT

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig der Einfluss des Polymorphismus
V444A der Gallensalzexportpumpe BSEP auf den Verlauf der Aktivitat der
Transaminasen GOT, GPT sowie der y-GT im Serum unter der Therapie einer
chronischen HCV-Infektion mit pegyliertem Interferon und Ribavirin untersucht.

Die Aktivitat der Transaminasen und der y-GT im Serum wurde, wie oben
beschrieben, zu definierten Zeitpunkten (TO, T12 und T24) bestimmt.
AnschlieRend wurde die Hohe der Aktivitat der Transaminasen und der y-GT im
Serum bei den Patienten, die zu T12 und T24 ohne Nachweis von HCV-RNA
waren, in Beziehung zum Polymorphismus V444A gesetzt. Es wurden nur
Patienten ohne Nachweis von HCV-RNA in diese Analyse eingeschlossen, um
eine mogliche Erhéhung der Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum auf dem
Boden einer ausgepragten Virusreplikation auszuschliefen. Da das
Vorhandensein einer Steatosis hepatis im vorhandenen Kollektiv signifikant mit
einer Erhohung der Aktivitat der GPT korrelierte (siehe Abb. 32) und auch fur die
GOT und y-GT Erhéhungen der Aktivitat im Rahmen einer Steatosis hepatis
beschrieben sind {Volzke 2011}, wurde zusatzlich die Hohe der Aktivitat der GOT,
GPT und y-GT im Serum in der Subgruppe der Patienten ohne Steatosis hepatis
(n=111), die zu T12 und T24 ohne Nachweis von HCV-RNA waren, in
Abhangigkeit vom Polymorphismus V444A betrachtet. Tabelle 5 stellt nochmals

zusammengefasst die Ergebnisse dieser Untersuchung dar (siehe Tabelle 5).
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wt(%) | nicht homozygot(%) nicht p
V444A/Aktivitat i.S. erhoht wt(%) homozygot(%)

T12: insq.(n=197)

GOT 58,1 58,4 60,0 64,3 ns
GPT 45,2 36,7 40,0 37,0 ns
y-GT(n=196) 35,5 26,1 21,7 30,7 ns
T12: ohne Steatosis(n=111)

GOT 52,9 54,3 65,8 47,9 ns
GPT 35,3 30,9 39,5 27,4 ns
y-GT 35,3 22,6 27,0 23,3 ns
T24: insg.(n=195)

GOT 48,4 54,3 50,0 55,2 ns
GPT 32,2 35,4 32,9 36,0 ns
y-GT(n=194) 32,3 30,5 28,6 32,0 ns

T24: ohne Steatosis(n=124)

GOT 45,0 26,6 48,9 44,2 ns
GPT 35,0 31,7 34,0 31,2 ns
y-GT 25,0 27,9 31,9 24,7 ns

Tabelle 5: Anteil der Patienten in % mit Erhdhung der Aktivitdt von GOT, GPT und y-GT im Serum
zu T12 und T24 nach V444A im gesamten Kollektiv, das zu T12 bzw. T24 ohne Nachweis von
HCV-RNA blieb, und in der Subgruppe dieses Kollektive ohne histologischen oder
sonographischen Nachweis eine Steatosis hepatis; wt: zwei Wildtyp-Allele, homozygot: zwei C-

Allele; p: aus x2-Test, ns: nicht signifikant.

Es konnte folglich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf eine Erhéhung der
Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum zu T12 und T24 in Abhangigkeit vom
Polymorphismus V444A der Gallensalzpumpe BSEP bei den Patienten ohne
Nachweis von HCV-RNA zum entsprechenden Zeitpunkt gefunden werden. Diese
Tatsache lasst zwei Schlussfolgerungen zu. Erstens: der Polymorphismus V444A
hat keinen Einfluss auf die Hohe der Aktivitat von GOT, GPT und y-GT im Serum
bei Patienten, die unter einer antiviralen Kombinationstherapie mit pegyliertem
Interferon und Ribavirin ohne Nachweis von HCV-RNA sind. Zweitens ware es
moglich, dass ein Einfluss besteht, dieser aber in der vorliegenden Studie nicht
verdeutlicht werden konnte. Grunde fur Letzteres konnten eventuell darin liegen,

dass die Anzahl der Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, zu gering
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war, um kleine Unterschiede statistisch signifikant hervorzuheben. Vor allem die
Anzahl der Patienten mit zwei Wildtyp-Allelen erscheint hier zu gering. Zusatzlich
muss in Erwagung gezogen werden, dass die Hohe der Aktivitat von GOT, GPT
und y-GT im Serum zusatzlich durch Ernadhrung, Komedikation und
Komorbiditaten der Studienteilnehmer beeinflusst worden sein kdnnte und so ein
Einfluss des Polymorphismus V444A verschleiert wurde.

Nimmt man nun an, dass trotz der vorliegenden Resultate dennoch ein Einfluss
des Polymorphismus V444A auf die Hohe der Aktivitat von GOT, GPT und y-GT
im Serum bei Patienten besteht, die unter einer antiviralen Kombinationstherapie
mit pegyliertem Interferon und Ribavirin ohne Nachweis von HCV-RNA sind,
konnte  dieser auf dem Boden einer erhdhten intrazellularen
Gallensalzkonzentration in Folge einer verminderten BSEP-Expression stattfinden.
Es sind diverse Mechanismen beschrieben, die den zellschadigenden Effekt von
Gallensalzen auf die Hepatozyten darlegen. Einen Aspekt stellt hierbei die
Induktion der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch einen gestorten
Elektronentransport der hepatozytaren Mitochondrien und die Einleitung von
Apoptose dar. Eine maldige Erhohung der Gallensalzkonzentration, wie sie bei fur
den Polymorphismus V444A homozygoten Patienten vorstellbar ware, fuhrt zur
Apoptose von Hepatozyten {Perez 2009}.

Eine entscheidende Rolle in der durch Gallensalze induzierten Apoptose von
Hepatozyten spielt eine Aktivierung des Todesrezeptors Fas (CD95/APO-1)
{Perez 2009}. Faubion et al. zeigten, dass Gallensalze (GCDC, ein Substrat von
BSEP) direkt zu einer Aktivierung von Fas mit konsekutiver Aktivierung der
Caspase 8 (eine flr die Apoptose essentielle Protease) flhren und so eine
Apoptose in Nagetierhepatozyten auslésen kénnen {Faubion 1999}. In einer Arbeit
von Reinehr et al. wird die Tyrosinphosphorylierung von EGFR (epidermal growth
factor receptor) durch Gallensalze und anschlielende Aktivierung von Fas mit der
Folge einer Apoptose in Rattenhepatozyten beschrieben {Reinehr 2003}. Zudem
konnten Sodemann et al. eine Translokation von Fas an die Zelloberflache
nachweisen, die durch die Behandlung von McNtcp-Zellen mit GCDC getriggert
wurde {Sodeman 2000}.
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