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1 Einleitung

1.1 Hamophilie A

1.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die Hamophilie A (Bluterkrankheit) ist die schwerwiegendste
erbliche Blutungsstorung des Menschen. IThre Auswirkungen sind
schon seit langer Zeit bekannt. Erstmals erwahnt wurde sie im
zweiten Jahrhundert n. Chr. im Talmud. Demnach mussten Jungen
nicht beschnitten werden, wenn diese zwei Bruder hatten, die an den
Folgen der Beschneidung verstorben waren. [1] 1952 wurden
erstmals zwei Typen der Bluterkrankheit unterschieden, Hamophilie
A und Hamophilie B. Beide beruhen auf einem Mangel oder dem
vollstandigen Fehlen von Blutgerinnungsfaktoren. [1][2][3] Bei der
Hamophilie A besteht ein Mangel an Faktor VIII (F8), bei Hamophilie
B an Faktor IX. [1] Die Hamophilie A wird auch als , Krankheit der
Konige“ bezeichnet, da Queen Victoria von England Tragerin der
Mutation war. [1][2]

Da sowohl Krankheitsbild als auch genetische Grundlagen sowie die
Therapie sehr gut beschrieben sind, kann die Hamophilie A als eines
der fuhrenden Modelle fur Krankheitsbilder in der

humangenetischen Medizin angesehen werden.

1.1.2 Klinisches Bild

Die Hamophilie A betrifft einen von 5000 Mannern pro Jahr, wobei es
keine signifikanten Unterschiede zwischen Bevolkerungsgruppen
gibt. [1][4] Wahrscheinlich ist die weltweite Zahl der Betroffenen
hoher, da in den Entwicklungslandern derzeit nicht alle Falle

diagnostiziert werden konnen. Somit ist die Hamophilie A eine der
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bekanntesten Erbkrankheiten.

Beim Gesunden findet sich im Blut ein Plasmaspiegel von ca. 100 bis
200 mg/dl F8. [5] Eine Verminderung der Aktivitat des F8 durch eine
Mutation fuhrt zur Verschlechterung der Blutgerinnungsaktivitat und
dadurch zu unkontrollierten Blutungen in Gelenke, Muskeln oder
innere Organe. Immer wiederkehrende Blutungen in Gelenke haben
chronische Gelenkentzundungen zur Folge. In Entwicklungslandern
sind Blutungen im Gehirn bei Hamophilie A-Patienten die haufigsten
Todesursachen. Des weiteren stellen sie dort beinahe 20% aller

nicht-infektiosen Todesursachen dar. [1]

In Abhangigkeit von der Restaktivitat des F8 werden eine milde, eine
malSige und eine schwere Form der Erkrankung unterschieden. 50%
der Betroffenen leiden an der milden Form, bei der eine Restaktivitat
des F8 von 5-30% besteht, 10% an der malSigen Form, bei der eine
Restaktivitat von 2-5% besteht und 40% an der schweren Form mit
einer Restaktivitat von unter 1%. [1][6] Die Restaktivitat des F8 bei
weiblichen Ubertragerinnen ist normalerweise etwa 50%. Allerdings
kann die Aktivitat in manchen Fallen pathologische Werte erreichen,
was sich dann in Form von starken Blutungen bei der Menstruation
manifestiert. Homozygote Tragerinnen sind zwar selten, leiden aber

in ahnlicher Form wie hemizygote mannliche Trager. [1]

1.1.3 Therapie

Der zur Behandlung eingesetzte F8 wurde 1983 erstmals aus Blut
isoliert. [1] Leider waren die F8-Konzentrate, die in den 1980er
Jahren zur intravenosen Therapie eingesetzt wurden haufig mit HIV
infiziert. Jedoch wurde mit der Entdeckung des F8-Gens 1984 eine
Therapie mit dem rekombinanten F8 seit 1993 moglich, welche

heute zum Standard gehort. [1]
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Durch die starke Zunahme an diagnostizierten Fallen gibt es
inzwischen eine Fille von Informationen uber verschiedene Allele fur
F8. Weltweit gibt es zur Zeit uber 940 einzelne Mutationen
unterschiedlicher Art, die in einer Datenbank gesammelt werden. [1]
Das grofste Problem bei der Substitutionstherapie ist die Bildung von
so genannten Hemmkorpern, die den Effekt des substituierten F8
fast vollstandig aufheben konnen. Bei schweren Verlaufsformen wie
Stop-Mutationen, grofSen Deletionen und intrachromosomalen
Rekombinationen bilden sich in 20-80% der Falle Hemmkorper. Bei
milden und moderaten Formen treten in 5% der Falle Hemmkorper
auf, vor allem bei Missense-Mutationen (Austausch einer

Aminosaure). [7]

Bei milden Verlaufsformen besteht die Moglichkeit der Behandlung
mit DDAVP (1-desamino-8-d-arginine vasopressin) [8], einem
Analogon des naturlichen antidiuretischen Hormons Vasopressin,
welches zu einer erhohten Freisetzung von F8 fuhrt. Selten kam es
bei vorwiegend alteren Patienten mit Atherosklerose unter dieser
Therapie zu Herzinfarkten und Schlaganfallen. Bei alteren Patienten
sollte DDAVP daher nur mit besonderer Vorsicht eingesetzt werden.

[9]

1.1.4 Genetische Ursachen

Das menschliche F8-Gen liegt auf dem distalsten Abschnitt des
langen Arms des X-Chromosoms. [3][10] Das Gen ist 168 kb lang und
beinhaltet 26 Exons. Es kodiert fur ein Vorlauferprotein, bestehend
aus 2351 Aminosauren, von dem 19 N-terminale Reste des
Signalpeptids abgespalten werden, um das fertige funktionstuchtige
Produkt herzustellen. [1]

Sechs Introns des menschlichen F8-Gens sind aulSergewohnlich

grolS. Intron 1 und Intron 22 sind hervorzuheben, da diese haufig in
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pathologische Inversionen verwickelt sind. Grund hierfur ist die
Rekombination mit entsprechender Regionen aulfSerhalb des F8-
Gens. [1]

Intron 22 des F8-Gens enthalt zwei verschachtelte Gene, F8A und
F8B, die durch einen bidirektionalen Promotor gesteuert werden. Die
Region, die F8A enthalt, wird als int22h1 bezeichnet. Zusatzlich gibt
es ungefahr 500 kb in Richtung der Telomere zwei Regionen, int22h2
und int22h3, die int22h1 zu 99,9% entsprechen. Kommt es zu einer
Rekombination von int22h1 und einer dieser Regionen, fuhrt dies zu
einer Inversion der entsprechenden Teile des F8-Gens. Diese
Inversion ist in Abbildung 1 dargestellt. Sie ist in ungefahr 35% der
Hamophilie A Falle ursachlich und fuhrt zu einer schweren

Verlaufsform. [1]
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Abbl/dung 1 Intron 22 Inversion [1]

Die Region, die int1h1l des Intron 1 entspricht, liegt ebenfalls in
Richtung der Telomere, jedoch ungefahr 140 kb entfernt vom F8-Gen
und wird als int1h2 bezeichnet. Sie unterscheidet sich nur in einem
einzigen Nukleotid von intlhl. Die Rekombination dieser Regionen
verlagert Exon 1 des F8-Gens in Richtung der Telomere. Diese

Inversion ist in Abbildung 2 dargestellt. Sie ist bei ungefahr 1% der
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Patienten mit Hamophilie A zu finden und fihrt ebenfalls zu einer

schweren Verlaufsform. [1]
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Abbildung 2: Intron 1 Inversion [1] -

Bevorzugt an CpG Dinucleotiden kommt es haufig zu
Punktmutationen. Vier von sechs Arginin-Codons enthalten CpG
Dinucleotide, was erklart, warum Arginin am haufigsten mutiert. In
den meisten Fallen kommt es zu Missense-Mutationen. [1] Diese
malSigen bis milden Formen sind fur die meisten Erkrankungen
ursachlich. [11] Schwere Formen werden durch die Entstehung eines

Stop-Kodons hervorgerufen. [1]

Andere haufige Mutationen sind kleine Deletionen oder Insertionen.
Diese fuhren zu Verschiebungen des Leserasters bei der Translation
und damit zu schweren Formen der Hamophilie A. Deletionen uber
50 bp sind grolse Deletionen. Auf weitere seltene Mutationen soll

hier nicht weiter eingegangen werden. [1]

In einigen wenigen Fallen malSiger und milder Formen konnte selbst
mit den hochsensitiven Methoden wie DHPLC, DGGE oder

Sequenzierung keine ursachliche Mutation gefunden werden. [3][12]
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1.2 Hereditares Angioodem |

1.2.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die Krankheit Hereditares Angioodem (HAE) ist seit iber 100 Jahren
bekannt. In den letzten 40 Jahren wurden die klinischen Zeichen und
Symptome herausgearbeitet, das teilweise Fehlen des C1-Inhibitors
bzw. eine unzureichende Funktion des selben wurde als Ursache fur
die Krankheit identifiziert, die Pathophysiologie beschrieben, und es
wurden grofSe Schritte in der Behandlung erzielt. [13] C1-Inhibitor
ist ein Protein zur Hemmung des Komplementsystems. Es werden
zwei verschiedenen Formen des HAE unterschieden. 85% der
Patienten leiden am Typ I, bei dem ein Mangel an C1-Inhibitor
vorliegt. Bei 15% der Patienten ist die Funktion des C1-Inhibitor
gestort. Hierbei ist die Menge an C1-Inhibitor normal oder sogar
erhoht. [14]

Patienten mit C1-Inhibitor-Mangel steht nicht gentigend
funktionsfahiges Protein zur Verfugung, um uber die Malien bei
korperlichem oder psychischem Stress entstehende
Entzundungsprozesse zu kontrollieren. Das Komplementsystem wird
aktiviert, und grofSe Mengen an Bradykinin werden produziert,
welches wahrscheinlich fiir die Odembildung verantwortlich ist. [15]
[16]

1.2.2 Klinisches Bild

Das Hereditare Angioodem betrifft zwischen einem von 10000 und
einem von 50000 Menschen. [15][16] Beim Gesunden findet sich ein
Plasmaspiegel von 15 bis 35 mg/dl C1l-Inhibitor. Auch in den
asymptomatischen Intervallen ist beim Typ I der
Plasmakonzentration um bis zu 50% vermindert. Wahrend einer

Attacke kann der C1l-Inhibitor-Spiegel noch weiter absinken. [14]
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Das Hereditare Angioodem ist gekennzeichnet durch phasenweise
auftretende scharf begrenzte Odeme, meist an den Extremitéten,
kann allerdings jede Korperregion betreffen. Attacken dauern haufig
um die drei Tage und verlaufen gewohnlich ohne Erythem, Juckreiz
oder Urticaria. Manche Patienten bemerken, meist am Anfang der
Attacke, ein Erythema marginatum, das sie als Kreise auf der Haut
beschreiben. Zusatzlich klagen Patienten haufig iiber
Bauchschmerzen aufgrund der Schleimhautschwellung im Magen-
Darm-Trakt, die gleichzeitig mit den peripheren Odemen, Durchfall
und Erbrechen einhergehen konnen. [13][15] Zwischen den Attacken
ist der Magen-Darm-Trakt schmerzfrei. Es wurde berichtet, dass die
Schwellung Invaginationen verursacht hat, die jedoch konventionell
behandelt werden konnten. In sehr seltenen Fallen gibt es Patienten,
die Schmerzen aulerhalb der Odembildung haben, was die Diagnose
erschwert. Wenn die Odeme in den Luftwegen auftreten, kann die
Erkrankung todlich sein. Die Patienten berichten oft von Betroffenen
in der Familie, die erstickt waren. [13] Obwohl die Krankheit
normalerweise im Kindesalter mild und viel schwerer ab der
Pubertat verlauft, wird die Diagnose immer haufiger im Kindesalter
gestellt, so dass die Erkrankung immer mehr Aufmerksamkeit
gewinnt. Tatsachlich werden die Attacken in der Pubertat bei Jungen
und Madchen viel heftiger. Bei manchen Frauen treten die Attacken
sogar ausschliefSlich wahrend der Menstruation auf. Auch die Gabe
von Ostrogen verschlimmert die Krankheit deutlich. Weiterhin

konnen ACE-Hemmer zum Ausbruch der Erkrankung fuhren. [13]

1.2.3 Therapie

1960 wurden erste Versuche zur Therapie des Hereditaren

Angioodems mit Testosteron unternommen. Androgene steigern die
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Synthese von Cl-Inhibitor in der Leber. [14] Heute weils man, dass
Androgene zwar eine langerfristige Prophylaxe bieten, jedoch fur
eine akute Attacke nicht effektiv sind. Schwierigkeiten gibt es auch
bei der Behandlung von Kindern, da Androgene die korperliche
Entwicklung beeinflussen und den Schluss der Epiphysenfugen
fordern. Auch in der Schwangerschaft sind Androgene nicht zu

empfehlen. [13]

C1-Inhibitor-Infusionen, die aus gespendetem Blut gewonnen werden
konnen, konnten in vielen Studien eine Attacke beenden. Die
Wirkung setzte meistens innerhalb von 30-90 Minuten ein. [15] Die
Therapie mit einem rekombinanten C1-Inhibitor ist zur Zeit in der

klinischen Erprobung. [13]

Ein Kallikrein-Antagonist wird ebenfalls getestet. Dadurch wird die
Bildung von Bradykinin gehemmt. Auch Bradykinin-Rezeptoren
direkt zu antgonisieren wird demnachst getestet. Diese Studien

scheinen sehr vielversprechend zu sein. [13]

1.2.4 Genetische Ursachen

Ursache fur das Hereditare Angioodem ist ein Mangel an intaktem
C1-Inhibitor. 85% der Patienten leiden am Typ I der Erkrankung, bei
dem ein Mangel an C1-Inhibitor vorliegt. Bei 15% der Patienten ist
die Funktion des C1-Inhibitor gestort. Hierbei ist die Menge an C1-
Inhibitor normal oder sogar erhoht. [14] Die Erkrankung wird
autosomal dominant vererbt. [13][16][17] Alle Patienten mit dieser
Erkrankung, sind heterozygot. Es wurde kein Patient mit komplettem
Fehlen des C1-Inhibitors beschrieben. Wie bei vielen autosomal
dominant vererbten Erkrankungen, sind Neumutationen haufig und
eine leere Familienanamnese nicht selten. 1986 wurde das Gen auf
Chromosom 11 entdeckt und eine grofSe Vielfalt von

krankheitsverursachenden Deletionen, Translokationen, Stop-Kodons
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und Punktmutationen sind beschrieben. [13] Neuerdings gibt es
jedoch klinische Falle, in denen kein Mangel an funktionierendem
C1-Inhibitor vorliegt. [18]

1.3 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll fir den Zeitraum von 2000 bis 2004 Uberprift
werden, wie viele Patienten am Institut fur Humangenetik Wurzburg
auf bestimmte Genveranderungen untersucht wurden, welche
Untersuchungsmethoden am haufigsten zur Diagnose gefuhrt haben,
wie sich das Durchschnittsalter der Patienten entwickelt hat und aus
welchen GrolSraumen in Deutschland die Patienten an das Institut fur
Humangenetik Wiirzburg zur Untersuchung iberwiesen wurden.
Untersucht wurden mehrere Gruppen von Krankheitsbildern. Hier
soll im wesentlichen auf die Gruppe der Gerinnungsstorungen
eingegangen werden. Auf der Grundlage dieser Erhebung sollen
Empfehlungen fur die Weiterfihrung der Diagnostik gegeben

werden.
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2 Methoden

2.1 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine molekularbiologische
Untersuchungsmethode zum Nachweis von Gensequenzen eines

DNA-Abschnitts, ohne alle Sequenzen des Genoms zu entschlisseln.

Durch die Behandlung mit Restriktionsenzymen wird die DNA
geschnitten. Die DNA-Stucke werden anschliefSend mittels
Gelelektrophorese der Grofse nach aufgetrennt. Die DNA-Fragmente
werden durch Alkalien in Einzelstrange gespalten und auf eine
Nylon- oder Nitrocellulosemembran geblotet und das entstandene

Trennmuster auf diese Weise fixiert.

Mit einer chemisch oder radioaktiv markierten komplementaren
Gensonde aus einzelstrangiger DNA, die eine feste Bindung mit den

DNA-Fragmenten eingeht, werden diese hybridisiert.

Nach dem Abwaschen aller ibrigen unspezifischen Bindungen
erfolgt die Detektion durch Auflegen der Membran auf einen

Rontgenfilm, Fotopapier oder Phospho-Imager-Platten.

2.2 PCR

Bei der Methode der PCR (polymerase chain reaction) handelt es
sich um eine in vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte,
die von zwei bekannten Sequenzen flankiert werden, amplifizieren
kann. Zunachst wird die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf
94°C in ihre Einzelstrange uberfuhrt, was als Denaturierung
bezeichnet wird. Als Starthilfe fur die Vervielfaltigung der DNA
benotigt man zwei Oligonukleotidprimer, kurze einzelstrangige DNA-
Molekule, die komplementar zu den Enden einer definierten DNA-

Sequenz sind und jeweils mit einem der beiden Strange der DNA-
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Matrize hybridisieren. Die Anlagerung der beiden Oligonukleotide
wird als Annealing bezeichnet und erfordert eine fur die jeweiligen
Primer spezifische Temperatur, welche meist zwischen 50°C und
60°C liegt.

Hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien, wie die
haufig benutzte Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, verlangern
in Gegenwart von Desoxynukleotiden die Primer entlang der
einzelstrangigen Matrize und synthetisieren so den komplementaren
Strang des gewunschten DNA-Abschnittes. Die Elongation erfolgt bei

einer Temperatur von 72°C, die fur die Tag-Polymerase spezifisch ist.

Die Reaktionsbedingungen fiir eine Standard-PCR sind in Tabelle 1

zusammengefasst.
first delay 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 40 sec
Annealing primerspezifisch 40 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 40 sec
last delay 72°C 4 min

Tabelle 1: PCR-Bedingungen

2.3 DGGE

Die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) stellt
eine Screeningmethode zur Detektion von Punktmutationen dar.
Zunachst werden GC-Klammern am 3 "-Ende der DNA mit Hilfe einer
PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte werden auf ein Polyacrylamidgel
mit einem denaturierenden Gradienten wie Harnstoff oder Formamid
aufgetragen. Dabei bricht die DNA unregelmafSig auf. Die CG-
Klammern verhindern das komplette Auseinanderbrechen der beiden
Einzelstrange, so dass verschiedene Schmelzdomanen entstehen. Die

Schmelzdomanen denaturieren in Abhangigkeit von der
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Konzentration des denaturierenden Stoffes und ihrer spezifischen
Basenabfolge unterschiedlich. In der anschlieSenden Elektrophorese
wandern die aufgebrochenen DNA-Molekule langsamer als die
ubrigen durch das Polyacrylamidgel. Liegt eine Punktmutation vor,
so andert sich die Schmelzeigenschaft der Domane und damit die
zum Aufbruch notwendige Konzentration des denaturierenden
Stoffes und letztlich die Geschwindigkeit in der Elektrophorese.
Durch die anschliefSende Silberfarbung wird das Ergebnis sichtbar.
DNA-Fragmente mit nur einer unterschiedlichen Base lassen sich mit
dieser Methode differenzieren. Der Vergleich der Banden von
Wildtyp und Probe bestatigen eine Punktmutation oder schliefSen

diese aus.

2.4 DHPLC

Die Denaturierende Hochleistungsflussigkeitschromatographie
(DHPLC, denaturing high performance liquid chromatography) stellt
eine hochsensitive und vollautomatisierte Analysemethode zur
Detektion von Mutationen dar. Grundlage fiir diese Methode ist die
Tatsache, dass doppelstrangige (ds)DNA-Fragmente, welche

Basenfehlpaarungen enthalten, Heteroduplices ausbilden.

TEA- (Triethylammonium) Kationen fungieren wahrend der Analyse
als Bruckenmolekiile, indem sie mit der negativ geladenen DNA
einerseits und mit der hydrophoben Oberflache einer polymeren
Trennmatrix andererseits Wechselwirkungen eingehen. Die dsDNA
wird im Laufe der Analyse durch eine steigende
Acetonitrilkonzentration von der Matrix eluiert. Der angewendete
Acetonitrilgradient ist abhangig von der Fragmentgrofse und wird fur
jedes untersuchte Fragment individuell bestimmt. Eine weitere
wichtige Komponente dieser Methode ist die

Denaturierungstemperatur, bei der sich dsDNA-Fragmente in
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Einzelstrange auftrennen. Da Einzelstrange bzw. teilweise
denaturierte Fragmente fruher eluieren als Doppelstrange, konnen
die durch De- und Renaturierung entstandenen Heteroduplices von
den Homoduplices getrennt werden. Die Detektion der eluierten
Fragmente erfolgt mittels UV-Licht. Die Unterscheidung zwischen
Hetero- und Homoduplices erfolgt aufgrund unterschiedlicher
Retentionsprofile, in denen die UV-Intensitat (mV) gegen die
Retentionszeit (min) aufgetragen ist. Ein Peak reprasentiert dabei

den Zeitpunkt der Elution.

2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung beruht auf dem Prinzip des Kettenabbruchs der
DNA nach dem Einbau von Didesoxynukleotiden. Hierbei sind
zusatzlich zu den normalen Desoxynukleotiden basenspezifische
Didesoxynukleotide im Ansatz vorhanden. Diesen fehlt im Gegensatz
zu den Desoxynukleotiden die Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoff.
Deshalb kann ein Didesoxynukleotid nach Bindung mit seinem 5’-
Kohlenstoff an die wachsende DNA-Kette keine
Phosphodiesterbindung an seinem 3’-Kohlenstoffatom ausbilden,

wodurch die DNA-Synthese abgebrochen wird.

Es werden parallel vier basenspezifische Raktionen durchgefuhrt,
wobei jeder Ansatz vier Desoxynukleotide und eine geringe Menge
an einem der vier Didesoxynukleotide enthalt. Da die Konzentration
der Didesoxynukleotide im Vergleich zu den Desoxynukleotiden
geringer ist, kommt es nur teilweise zum Kettenabbruch. Auf diese
Weise entstehen DNA-Fragmente verschiedener Grolien, die das
gleiche, durch den Primer festgelegte 5’-Ende, aber variable 3’-
Enden besitzen, was durch das jeweilige Didesoxynukleotid
festgelegt ist. Die DNA-Stucke, deren Langen nur um eine einzige

Base variieren konnen, lassen sich in einem denaturierenden PAA-
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Gel auftrennen.

Die Sequenzierung nach der Didesoxymethode kann entweder mit
Hilfe radioaktiv markierter Didesoxynukleotide erfolgen, was der
herkommlichen Methode entspricht, oder durch Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden, was eine
Automatisierung des Verfahrens moglich macht, da die
Fluoreszenzsignale mit Hilfe eines Detektors gemessen und

aufgezeichnet werden konnen.
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3 Fallbeispiele

3.1 Fall: Hamophilie A

Im Marz 2004 wurde eine EDTA-Blutprobe eines sechs Monate
Patienten zur Faktor-8-Genanalyse in das Institut fur Humangenetik
Wiurzburg eingeschickt. Es wurde mittels PCR nach einer Intron-22-
Inversion gesucht und diese bestatigt. Nun stellte sich die Frage, ob
die Mutter Konduktorin der Mutation war, oder ob es sich um eine
Neumutation handelte. Die PCR ergab, dass auch die Mutter
heterozygote Tragerin der Mutation und somit sichere Ubertragerin
der Hamophilie A war. Bei der untersuchten Tante und der
GrolSmutter konnte die gleiche Konstellation festgestellt werden. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 3 dargestellt. Die
mit ,?“ gekennzeichneten Familienangehorigen wurden nicht

untersucht.

GrofBmutter

Patient

Abbildung 3: Stammbaum
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3.2 Fall: Hamophilie A

Im November 2002 wurde eine EDTA-Blutprobe eines zweijahrigen
Patienten zur Faktor-8-Genanalyse in das Institut fur Humangenetik
Wurzburg eingeschickt. Zunachst wurde mittels Southern Blot nach
einer Intron-22-Inversion gesucht, jedoch ohne Erfolg. Die
anschlieRende PCR bestatigte eine Intron-1-Inversion als Ursache
der Hamophilie A. Nun stellte sich die Frage, ob die Mutter
Konduktorin der Mutation war, oder ob es sich um eine Neumutation
handelte. Die PCR ergab, dass auch die Mutter heterozygote
Tragerin der Mutation und somit sichere Ubertragerin der
Hamophilie A war. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in
Abbildung 4 dargestellt. Die mit ,?“ gekennzeichneten

Familienangehorigen wurden nicht untersucht.

Patient

Abbildung 4: Stammbaum

3.3 Fall: Hamophilie A

Im August 2000 wurde eine EDTA-Blutprobe eines vierjahrigen
Patienten Faktor-8-Genanalyse in das Institut fir Humangenetik
Wurzburg eingeschickt. Zunachst wurde mittels Southern Blot nach

einer Intron-22-Inversion gesucht, jedoch ohne Erfolg. Auch eine
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Intron-1-Inversion konnte durch eine PCR ausgeschlossen werden.
Nun folgten zwei Screeningverfahren, eine DGGE und eine DHPLC.
Bei der erneuten Durchfuhrung einer DGGE zwei Jahre spater ergab
sich nun doch eine Auffalligkeit in Exon 16. Die
Komplettsequenzierung konnte den Verdacht einer SpleilSmutation
IVS 15-1 G>A bestatigen. Die Mutation war in der Hamophilie-
Datenbank bisher nicht vorbeschrieben. Aufgrund der Art und der
Lokalisation der Mutation konnte aber davon ausgegangen werden,
dass sie die Ursache der Hamophilie A darstellte. Der Patient konnte
wie schon zuvor mit biotechnologisch hergestelltem Faktor 8 als
Dauerprophylaxe behandelt werden. Die anschlieSende
Untersuchung der Mutter mittels Sequenzierung ergab, dass auch
die Mutter heterozygote Tragerin der Mutation und somit sichere
Ubertragerin der Hamophilie A war. Bei den zwei untersuchten
Schwestern konnte die selbe Konstellation festgestellt werden. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 5 dargestellt. Die

mit ,?“ gekennzeichneten Familienangehorigen wurden nicht

untersucht.

H O O [

Patient Schwester I l

Schwester ?

Abbildung 5: Stammbaum
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3.4 Fall: Hereditares Angioodem I

Im April 2001 wurde eine EDTA-Blutprobe einer 36 jahrigen
Patientin aus Frankfurt zur Cl-Inhibitor-Genanalyse in das Institut
fur Humangenetik der Universitatsklinik Wurzburg eingeschickt.
Zunachst wurde mittels der Screeningmethode DGGE nach
Veranderungen im C1-Inhibitor-Gen gesucht. Es ergab sich eine
Auffalligkeit im Exon 7. Die nachfolgende Sequenzierung zeigte die
Deletion eines Adenins an der Codonposition 384 Ser(AGC). Durch
die Deletion und die daraus folgende Verschiebung des Leserahmens
konnte die Funktionseinschrankung des Proteins erklart werden. Bei
der nun untersuchten Tochter konnte die Deletion ebenfalls

nachgewiesen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Alle untersuchten Krankheitsbilder
4.1.1 Gruppen der Verdachtsdiagnosen
12%

1%

B Neuromuskulare Er-
krankungen

H Gerinnungsstérungen

H SMA

H Kraniosynostosen

B Neurodegenerative
Erkrankungen

O Netzhauterkrankugen

O Zellzyklusstérungen

O Speicherkrankheiten

O sonstige

48%

2

4%

Abbildung 6: Anteil der Gerinnungsstérungen

Im Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene Gruppen von
Krankheitsbildern untersucht, zu denen das Insitut fur
Humangenetik Wurzburg Genanalytik anbietet. Wie in Abbildung 6
dargestellt, sind 24%, der untersuchten Krankheitsbilder

Gerinnungsstorungen.
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B DMD/BMD

B MyD

B FSHD

B sMA

HLGMD

E HAE |

O FRAX

[ ss-Risikoberatung
O Chorea Huntington
O opPMD

O MHS

Occe

H Fanconi Andmie
Escs

B Miinke-Syndrom
B BMD

M Crouzon/Pfeiffer-Syndrom
B Morbus Stargardt
M sonstige

15%

14%

7%

Abbildung 7: Anteil von Hamophilie und Hereditarem Angio6dem

Die Anteile der einzelnen Krankheitsbilder an der Untersuchung
zeigt Abbildung 7. Hamophilie A hat einen Anteil von 20% und
Hereditares Angioodem Typ I hat einen Anteil von 3%. Auf diese

beiden Krankheitsbilder wird in dieser Arbeit genauer eingegangen.
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4.1.2 Geographische Verteilung der einweisenden Arzte
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Abbildung 8: Geographische Verteilung der Verdachtsdiagnosen aller
untersuchten Krankheitsbilder
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Die Anfragen zur Genanalytik am Institut fiir Humangenetik
Wurzburg stammen aus den verschiedensten Gebieten Deutschlands.

Abbildung 8 zeigt die Gewichtung der Einsendegebiete auf.

10%
4%
3%
3%
2% O Wiirzburg
B Bonn
B Minchen

B Frankfurt am Main
@ Berlin
M sonstige

Abbildung 9: Anteil der funf GroSraume mit der hochsten Zahl an
Untersuchungsanfragen

Die funf Orte, aus denen die meisten Anfragen zur Untersuchung

aller Krankheitsbilder stammen, sind in Abbildung 9 gezeigt.
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4.2 Hamophilie A

4.2.1 Ergebnisse von 2000 bis 2004 im Durchschnitt und
Verlauf

3%

W positiv
M negativ
O kein

Abbildung 10: Untersuchungsergebnisse

Knapp drei Viertel der am Institut fur Humangenetik Wurzburg
untersuchten Patienten mit klinischem Verdacht auf Hamophilie A
konnte die Diagnose durch Genanalytik bestatigt werden. Dies ist in

Abbildung 10 veranschaulicht.
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@ Intron 22-PCR
M Intron 1-PCR
H Sequenzierung

70%

Abbildung 11: Untersuchungsmethoden mit positivem Ergebnis

In den meisten Fallen fuhrte eine Sequenzierung zur Sicherung der
Diagnose. Abbildung 11 zeigt, dass 29% der Patienten eine Intron 22
Inversion als Grundlage der Hamophilie A aufweisen, die durch eine
PCR erkannt werden kann. 70% der Mutationen werden durch eine

Sequenzierung erkannt.
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Abbildung 12: Anzahl der Untersuchungen

Wie in Abbildung 12 dargestellt steigt die Zahl der Anfragen zur
Genanalytik von Hamophilie A in den Jahren 2000 bis 2003 stetig.
Erst im Jahr 2004 wird ein Rickgang der Anfragen beobachtet.
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6%

B mannlich
H weiblich
39% O unbekannt

55%

Abbildung 13: Geschlecht der untersuchten Patienten

Die meisten untersuchten Patienten sind mannlich. Wie in Abbildung
13 illustriert, sind dies 55%. 39% sind weiblich, bei 6% ist das
Geschlecht nicht zu eruieren.
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Abbildung 14: Funfjahresuberblick der Untersuchungsergebnisse

Die Ubersicht der Untersuchungsergebnisse von finf Jahren in
Abbildung 14 zeigt eine Zunahme der positiven Ergebnisse. Der
klinische Verdacht einer Hamophilie A kann haufiger durch

Genanalyse erklart werden.
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Abbildung 15: Flnfjahresiuberblick der Methoden mit positivem
Ergebnis

Die zu Beginn haufig detektierte Intron 22 Inversion stellt immer
seltener das Endergebnis der Diagnostik dar. Wie in Abbildung 15 zu
sehen ist, gewinnt die Sequenzierung zunehmend an diagnostischer

Bedeutung.
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Abbildung 16: Geschlecht der untersuchten Patienten im
Funfjahresuberblick

Im Verlauf der funf Jahre werden immer haufiger Frauen auf

Mutationen untersucht. Abbildung 16 veranschaulicht, dass sich die

Zahl der untersuchten Patientinnen im Verlauf nahezu verdoppelt

hat.
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Jahr

Abbildung 17: Durchschnittsalter der Patienten im Flunfjahresuberblick

In Abbildung 17 wird deutlich, dass das Durchschnittsalter der
Patienten in dem eine Genanalytik aufgrund des Verdachts einer
Hamophilie A durchgefuhrt wird im Laufe der Jahre etwa
gleichbleibt.
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4.2.2 Geographische Verteilung der einweisenden Arzte
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Abbildung 18: Geographische Verteilung der Verdachtsdiagnose
Hamophilie A
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In Abbildung 18 wird die Verteilung der Untersuchungsauftrage
innerhalb Deutschlands zur Hamophilie A-Analytik dargestellt.

46% H Bonn

B Frankfurt am Main
O Munchen

0 Hamburg

B Disseldorf

H sonstige

10%

5% 4%

Abbildung 19: Anteil der funf GroBraume mit der héchsten Zahl an
Untersuchungsanfragen

Da die Hamophilie A den iberwiegenden Teil der untersuchten
Gerinnungsstorungen darstellen, sind auch hier vorwiegend die in
Abbildung 19 aufgefuhrten Universitatsstadte zu nennen, aus denen

die meisten Anfragen stammen.
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4.3 Hereditares Angioodem I

4.3.1 Ergebnisse der Jahre 2000 bis 2004 im Durchschnitt und

Verlauf

14%

W positiv
M negativ
O kein

52%

Abbildung 20: Untersuchungsergebnisse

Bei iber der Halfte der am Institut fur Humangenetik Wurzburg
untersuchten Patienten mit dem klinischen Verdacht auf ein
Hereditares Angioodem konnte die Genanalytik die Diagnose

bestatigen. Dies zeigt Abbildung 20.
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Abbildung 21: Untersuchungsmethoden mit positivem Ergebnis

In fast allen Fallen war die Sequenzierung die Methode der Wahl.
Abbildung 21 zeigt, dass 98% der positiven Ergebnisse durch
Sequenzierungen erzielt werden konnten. Nur in 2% der Falle konnte

die Diagnose durch einen Southern Blot gesichert werden.
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Abbildung 22: Anzahl der Untersuchungen

Wie in Abbildung 22 dargestellt steigt die Anzahl der
Untersuchungsanfragen kontinuierlich in der der Zeit von 2000 bis
2004. Bis ins Jahr 2004 hat sich die Frequenz der

Untersuchungsauftrage beinahe verdoppelt.
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B mannlich
B weiblich

Abbildung 23: Geschlecht der untersuchten Patienten

Die meisten untersuchten Patienten sind weiblich. Wie in Abbildung

23 demonstriert sind dies 62%. Die ubrigen 38% der Patienten sind
mannlich.
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Abbildung 24: Funfjahresuberblick der Untersuchungsergebnisse

Die Ubersicht der Untersuchungsergebnisse von fiinf Jahren in
Abbildung 24 zeigt eine Zunahme der positiven Ergebnisse. Der
klinische Verdacht eines Hereditaren Angioodems kann haufiger

durch Genanalyse erklart werden.
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Abbildung 25: Funfjahresuberblick der Methoden mit positivem
Ergebnis

Methode der Wahl zur Diagnostik des Hereditaren Angioodems ist
die Sequenzierung. Abbildung 25 verdeutlicht, dass nahezu alle
positiven Ergebnisse mit dieser Untersuchungsmethode erzielt

werden konnten.
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Abbildung 26: Geschlecht der untersuchten Patienten im
Flunfjahresuberblick

Im Verlauf der funf Jahre gleicht sich die Zahl der untersuchten
Frauen der der untersuchten Mannern an. Abbildung 26
veranschaulicht dies, wobei nach wie vor mehr weibliche Patienten

analysiert werden.
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Abbildung 27: Durchschnittsalter der Patienten im Flunfjahresuberblick

In Abbildung 27 zeigt sich, dass das Durchschnittsalter in dem die
Genanalytik aufgrund des Verdachts eines Hereditaren Angioodems
durchgefuhrt wird im Vergleich von 2000 bis 2004 konstant ist.
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4.3.2 Geographische Verteilung der einweisenden Arzte
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Abbildung 28: Geographische Verteilung der Verdachtsdiagnose
Hereditares Angiob6dem |
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Abbildung 28 veranschaulicht die Zentren in Deutschland, aus denen

Auftrage zur C1-Inhibitor-Diagnostik stammen.

1%
1%
%

11%

B Frankfurt am Main
O Mainz

B Gera

O Minchen

M Belgien

Abbildung 29: Anteil der funf GroBraume mit der héchsten Zahl an
Untersuchungsanfragen

87% der Anfragen kommen aus Frankfurt am Main, 11% aus Mainz.
Abbildung 29 zeigt, dass sonst nur wenige Einsendungen von

Material zur Analytik aus Gera, Munchen und Belgien stammen.
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5 Diskussion

5.1 Alle untersuchten Krankheitsbilder

Die genetische Abklarung von Gerinnungsstorungen macht beinahe
ein Viertel der erfassten Untersuchungsauftrage des Instituts fur
Humangenetik der Universitat Wirzburg aus. Ein GrofSteil (ca. 82%)
dessen bestreitet die Hamophilie A-Diagnostik, ein kleinerer
Bruchteil (ca. 12%) jedoch auch die Diagnostik des Hereditaren
Angioodems I. Insgesamt stammen die Patienten zu knapp zehn
Prozent aus dem GrolSraum Wurzburg. Wichtige kooperierende
Anlaufstellen sind in den GroSraumen Bonn, Munchen, Frankfurt am
Main und Berlin zu finden. Betrachtet man die Diagnostik der
Gerinnungsstorungen im einzelnen, bietet sich ein ahnliches Bild,
wobei Wurzburg als Einweisungsgebiet in den Hintergrund ruckt.
Hier sind besonders die GrofsSraume Bonn, Frankfurt am Main,
Miunchen, Hamburg und Berlin zu nennen. Aufgrund der Daten ist
anzunehmen, dass das Institut fur Humangenetik der Universitat
Wiurzburg auch in Zukunft eine wichtige Rolle in der bundesweiten
Diagnostik von Gerinnungsstorungen mittels Genanalyse spielen

wird.

5.2 Hamophilie A

Die klinische Verdachtsdiagnose einer Hamophilie A kann in den
meisten Fallen durch die Genanalyse bestatigt werden. Jedoch kann
die haufigste Ursache der schweren Verlaufsformen, die Intron 22
Inversion, nur bei einer Minderheit der Patienten mit malsigen oder
milden Formen festgestellt werden. Fast 70 Prozent der Ursachen
sind nur durch eine Sequenzierung verdachtiger Exons zu

detektieren. Die Tendenz ist steigend, so dass uberlegt werden sollte,
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die Reihenfolge der Untersuchungen bei mafSigen und milden
Verlaufsformen in Zukunft umzustellen. Am Anfang konnte ein
Screening mittels DGGE durchgefuhrt werden. Sollten sich dabei
Auffalligkeiten zeigen, konnte eine Sequenzierung folgen, um die
Diagnose zu sichern. Erst bei unauffalligem Screening konnte eine
PCR zum Ausschluss einer Intron 22 Inversion folgen. Die Intron 1
Inversion kann so selten diagnostiziert werden, dass diese wohl als
letzte Ursache ausgeschlossen werden sollte. Grundsatzlich wird es
weiterhin wichtig sein, die molekulare Diagnostik zu betreiben, da
nur so der Genotyp ermittelt werden kann und damit eine Aussage
uber die Schwere der Erkrankung und das Risiko der
Hemmkorperbildung getroffen werden kann. Somit kann die
Erkrankung auch in Zukunft adaquat behandelt und eine
prognostische Einschatzung gegeben werden. Wie zu erwarten, sind
die Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer Hamophilie A
uberwiegend mannlich. Das Durchschnittsalter der Patienten bei
Erstdiagnose bleibt in etwa gleich. Die erfassten Patienten stammen
aus den GrofSraumen Bonn, Frankfurt am Main, Munchen, Hamburg

und Berlin.
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5.2.1 Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Je nach Schweregrad lassen sich verschiedene Mutationen als

haufigste Ursachen finden.

1% 2% 49,
6%

9%, [ | In?ron 22 Inv
H Missense
O Kleine Deletion
H Nonsense
B Kleine Insertion
[ Splice

10% M Intron 1 Inv
O GroRke Deletion

l 16%

Abbildung 30: Schwere Verlaufsform der Hamophilie A [19]

52%

Bei schweren Verlaufsformen dominiert, wie Abbildung 30 zeigt, die
Intron 22 Inversion mit 52%. Danach erst stehen Missense-
Mutationen mit 16 %, kleine Deletionen mit 10% und alle ubrigen
Ursachen.[19]
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Abbildung 31: MaBige Verlaufsform der Hamophilie A [19]

Hingegen sind 68% der malsigen Verlaufsformen auf Missense-
Mutationen zuruckzufuhren. Abbildung 31 veranschaulicht dies. Hier
stehen an zweiter und dritter Stelle Splice-Mutationen mit 16% und
kleine Deletionen mit 6%. [19]
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Abbildung 32: Milde Verlaufsform der Hamophilie A [19]
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Bei milden Verlaufsformen bilden Missense-Mutationen sogar 80%
der ursachlichen Genveranderungen. Wie in Abbildung 32 dargestellt
sind fur 14% der milden Falle Verdoppelungen des Exon 13
verantwortlich. [19] In anderen Regionen, wie z.B. im Norden
Italiens bildet diese Mutation sogar 32% der Ursachen einer milden
Hamophilie A. [20] 5% der Mutationen sind Splice-Mutationen. [19]

5.2.2 Klinische Hamophilie ohne Nachweis einer Mutation im
F8-Gen

In den meisten Fallen von Hamophilie A lasst sich eine Mutation im
F8-Gen nachweisen. In ca. 2% der klinischen Falle lasst sich selbst
mit hoch-sensitiven Methoden wie DGGE, DHPLC oder
Sequenzierung keine Mutation im F8-Gen nachweisen. [12][21][22]
Es gibt verschiedene Moglichkeiten dies zu erklaren. Eine davon ist,
dass selbst eine Sequenzierung nicht sensitiv genug ist um
bestimmte Mutationen im F8-Gen zu detektieren. Ebenso konnten
technische Fehler bei der Durchfuhrung dafur verantwortlich sein.
Da nicht immer die sonst typische X-chromosomale Vererbung
nachweisbar ist, bleibt zu vermuten, dass auch Mutationen in
anderen Proteinen an der Funktion von F8 beteiligt sein konnten.
Proteine, die in die Ausschuttung oder den Abbau von F8 eingreifen.
Moglicherweise auch Proteine, die die Aktivitat von F8 beeinflussen.
[22] ERGIC-53 ist beispielsweise ein Protein, welches am Transport
von F8 und F5 vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi Apparat
beteiligt ist und dessen Mutation zu einem kombinierten Mangel an
F8 und F5 fuhrt. [23] Eine weitere Moglichkeit ist eine verminderte
Expression der F8-mRNA, was dazu fuhren wurde, dass weniger
aktives F8-Protein im Kreislauf zirkulierte. Interessanterweise
entwickeln Patienten mit nicht detektierbaren Mutationen bisher nie

Hemmkorper gegen F8, wie das sonst bei schweren Verlaufsformen
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haufig der Fall ist. Dies unterstutzt die These, dass es bei diesen
Patienten zu einer verminderten Expression oder Sekretion von F8
kommt. [22] Sobald neue Fortschritte auf der Suche nach moglichen
Ursachen aulSerhalb des F8-Gens erzielt werden, wird auch die

Diagnostik der Hamophilie A ausgeweitet werden.

5.2.3 Untersuchungsmethoden, die zur Diagnose fuhren im

nationalen und internationalen Vergleich

Bei 89% der Patienten mit klinischer Hamophilie A kann eine kausale
Mutation im F8-Gen nachgewiesen werden. [19] Die
Untersuchungsmethoden, die zur Diagnose fuhren, sind dabei je

nach Schweregrad unterschiedlich.
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Abbildung 33: Untersuchungsmethoden, die zur Diagnosestellung
fahren im nationalen und internationalen Vergleich

Am Institut fur Humangenetik der Universitat Wurzburg konnten
69,58% der Diagnosen durch eine Sequenzierung gestellt werden,
28,92% durch Intron 22-PCR und 1,50% durch Intron 1-PCR.

Bundesweit waren es 63,4% der ursachlichen Mutationen, die mittels
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Sequenzierung entdeckt werden konnten, 35,7% mittels Intron 22-
PCR und 0,9% mittels Intron 1-PCR. [24] In einer italienischen
Datenbank wurden 81% der Diagnosen durch Sequenzierungen, 17%
durch Intron 22-PCR und 2% durch Intron 1-PCR ermittelt. [19] Der
Vergleich wird in Abbildung 33 graphisch dargestellt.

5.2.4 Therapiekonzepte und deren Erfolg

Der heutige Therapiestandard bei Hamophilie A ist die Substitution
des F8 mit einer rekombinanten Variante. [1] Leider kommt es vor
allem bei schweren Formen der Erkrankung immer wieder zur
Bildung von Hemmkorpern. [7] Um dieser Problematik zu entgehen
ware die beste Losung, das defekte Gen durch ein intaktes ersetzten
zu konnen. Somit ware die Krankheit lebenslang geheilt und eine
Substitution nicht mehr notwendig. [25] Die Bestrebungen der
meisten Gentherapien gehen allerdings eher in die Richtung ein Gen
hinzuzufigen als eines zu ersetzten. [26] Sollte es gelingen, eine
Expression von 2-3% des F8-Wildtypspiegels im Blut uber langere
Zeit zu erzielen, konnte eine drastische Reduktion der klinischen
Falle von Hamophilie A erreicht werden. Ab einem Spiegel von 30%
waren die Patienten unter den meisten Umstanden klinisch
beschwerdefrei. [25] Aufgrund der Grolse des F8 ist ein Gentransfer
nicht leicht. Es gibt verschiedene Moglichkeiten dieses Problem zu
meistern. Zunachst kann die nicht benotigte B-Domane der F8-cDNA
entfernt werden. [27] Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die
schweren und leichten Ketten des F8 in zwei unterschiedliche
Vektoren zu verpacken. [25] Ein weiterer Ansatz besteht darin,
ebenfalls zwei Vektoren zu verwenden und jeweils die Halfte auf
diese zu verteilen. Zusammenfiigen lassen sich die Halften durch die
Verwendung eines 3 -Splice-Donator am einen und eines 5 -Splice-

Akzeptors am anderen Vektor. [28] In Zukunft wird es sicherlich
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moglich sein die grofse cDNA des F8 auch am Stiick zu uibertragen.
[29]

Als Vektoren konnen RNA-Viren wie das murine Leukamievirus
dienen. Dieses ist jedoch nicht in der Lage, die Kernmembran zu
durchdringen, aulSer die Zielzelle teilt sich gerade, so dass die
Kernmembran physiologischerweise aufgelost wird. [25] Beim
Versuch mit Hepatozyten von neugeborenen Mausen, die sich haufig
teilen, konnte bei der Mehrzahl der Mause eine F8-Aktivitat von uber

50% erreicht werden, die fur ca. 15 Monate anhielt. [30]

Adenoviren konnen ebenfalls als Vektoren eingesetzt werden. Als es
noch nicht moglich war, die gesamten viralen Gensequenzen zu
entfernen, kam es bei Applikation zu Immunreaktionen. Trotzdem
konnte ein therapeutischer F8-Spiegel uber 3 bis 5 Monate erreicht
werden. [31] Bei Studien mit grofSen Tieren waren die Effekte jedoch
deutlich kiirzer und die Lebertoxizitat hoher. [32] Spater konnten
dann alle viralen Gensequenzen entfernt werden, wodurch keine
Hepatotoxizitat mehr nachweisbar war. [25] Eine Studie am
Menschen fihrte zur Entzundungskonstellation mit Fieber und
Muskelschmerzen nach der Infusion. 7 Tage danach entwickelte sich
eine Thrombozytopenie und die Transaminasen des Patienten stiegen
an. Daraufhin wurden keine weiteren Patienten in die Studie

einbezogen. [25]

Auch Adeno-assoziierte Viren eignen sich als Vektoren. Diese sind
nicht in der Lage sich selbst vollstandig zu replizieren und benotigen
dafur andere Viren. Hiermit konnten im Tiermodell Erfolge vor Allem

zur Behandlung von Hamophilie B erzielt werden. [25]

All diese Wege konnten bisher nur in Tiermodellen erfolgreich
getestet werden. Ein lang anhaltender therapeutischer Effekt wurde

bislang nicht erreicht. Der Therapiestandard wird also zunachst die
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Substitution bleiben, wobei in der Gentherapie grofSe Fortschritte

gemacht wurden.

5.3 Hereditares Angioodem I

Die klinische Verdachtsdiagnose eines Hereditaren Angioodems I
kann in den meisten Fallen durch die Genanalyse bestatigt werden.
Das Screening mittels DGGE hat sich bewahrt, um die Diagnose
mittels einer Sequenzierung zu sichern, so dass am Screening als
erste MalSnahme festgehalten werden sollte. Die Patienten mit der
Verdachtsdiagnose eines Hereditaren Angioodems I sind zum
GrofSteil weiblich. Das Durchschnittsalter der Patienten bei
Erstdiagnose ist nahezu konstant. Die Patienten stammen aus den
Grolsraumen Frankfurt am Main, Mainz, Gera, Munchen, aber einige

auch aus Belgien.

5.3.1 Spektrum neuer Mutationen bei Hereditarem
Angioddem

Mutationen, die zu einem Hereditaren Angioodem fuhren werden in
einer Datenbank gesammelt. Jede Familie scheint ihre ganz eigene
Mutation zu haben, da die Mutationen haufig nicht vorbeschrieben,
innerhalb einer Familie jedoch meist die selben sind. [33] In
Abbildung 34 und 35 wird das Spektrum der bereits in der
Datenbank enthaltenen Mutationen dem einer aktuellen

Untersuchung gegenubergestellt.
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B Missense

M Kieine Deletion/Insertion
[ GroRe Deletion

M Splice

B Nonsense

19%
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Abbildung 34: In der C1 inhibitor gene mutation database
beschriebene Mutationen bei Hereditarem Angioédem [33]

Bei den vorbeschriebenen Mutationen handelt es sich in den meisten
Fallen um Missense-Mutationen, dicht gefolgt von kleinen Deletionen
und Insertionen. Seltener werden grolse Deletionen gefunden. Splice-
Mutationen und Nonsense-Mutationen stellen den geringsten Teil
dar. [33]

9%

12%
[¢)
34% H Kleine Deletion/Insertion

H Missense

I GroRe Deletion

H Splice

B Nonsense

12%

33%

Abbildung 35: Neue Mutationen bei Hereditarem Angio6dem [33]
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Das Mutationsspektrum der aktuell untersuchten Patienten
entspricht ziemlich dem vorbeschriebenen. Fuhrend sind weiterhin
Missense-Mutationen und kleine Deletionen und Insertionen, wobei
letztere knapp haufiger sind. Selten sind ebenfalls Splice-Mutationen
und Nonsense-Mutationen. [33] Somit kann wohl auch in Zukunft mit

einem ahnlichen Verteilungsmuster gerechnet werden.

5.3.2 Klinisches Hereditares Angioodem ohne Nachweis einer
Mutation

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass alle Patienten mit
Hereditarem Angioodem einen genetisch bedingten Mangel an
funktionsfahigem C1-Inhibitor haben. [18] Vor kurzem wurden
jedoch einige Falle von klinischem Hereditaren Angioodem
beschrieben, bei denen sowohl Konzentration als auch Funktion des
C1l-Inhibitor normal waren. Von diesem Typ III der Erkrankung sind
vorwiegend Frauen betroffen. Der Stammbaum in Abbildung 36 zeigt

eine Familie, in der sogar ausschliefSlich Frauen betroffen sind.
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Abbildung 36: Stammbaum einer Familie mit Hereditarem Angio6dem
mit normalem C1-Inhibitor [18]

Moéglicherweise spielt der Einfluss von Ostrogen dabei eine Rolle, da
orale Kontrazeption, Schwangerschaft und die Substitution von
Ostrogen zum Ausbruch der Erkrankung fithren oder diese
verschlimmern konnen. [34] Das Hereditare Angioodem Typ III
unterscheidet sich auch klinisch klar vom Typ I und II. Im Gegensatz
zu Typ I oder II tritt Typ III haufig bei uber 20-jahrigen auf. Die
Betroffenen Organe sind die selben, wobei die Haufigkeit deutlich
abweicht. Der haufigste Manifestationsort des Typ III ist das Gesicht
bzw. die Zunge, wohingegen beim Typ I und II eher die Extremitaten
betroffen sind. Beim Typ III konnen Blutungen auftreten, was einen
Hinweis darauf gibt, dass es sich um eine Storung im
Blutgerinnungssystem handeln konnte. [18] Aller Wahrscheinlichkeit
nach spielt eine Mutation im Blutgerinnungsfaktor 12 eine Rolle, da

bei einem Drittel der Betroffenen eine solche existiert. [35]
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5.3.3 Therapiekonzepte und deren Erfolg

Als prophylaktische Therapie hat sich das Androgen Danazol
durchgesetzt. Der Wirkmechanismus ist noch ziemlich unklar. Die
Idee der hormonellen Therapie kam dadurch zustande, dass eine
Haufung der Attacken bei Schwangerschaft oder hormoneller
Kontrazeption beobachtet werden konnte. [36] Eine weitere
prophylaktische Option bietet der Fibrinolyse-Inhibitor
e-Aminocaproic-Saure. Beide Substanzen eignen sich jedoch nicht fur
die Therapie einer akuten Attacke. [36] Aufgrund der
Thrombogenitat von Danazol oder e-Aminocaproic-Saure ist der
Einsatz der Substanzen wahrend der Schwangerschaft nicht zu
empfehlen. [36][37] Hier kann die Prophylaxe mit C1-Inhibitor-

Konzentrat als Infusion erfolgen. [37]

Im Falle einer akuten Attacke konnen Androgene und e-
Aminocaproic-Saure ebenfalls eingesetzt werden, allerdings nicht um
die Attacke zu beenden, sondern lediglich um diese zu verkurzen.
Hier steht bisher die symptomatische Therapie im Vordergrund. Bei
Beteiligung der Atemwege bleibt oft nur die Intubation. [36] Der
Einsatz von Narkotika vor Allem zu Beginn einer Attacke konnte
diese manchmal beenden. Auch die Infusion von gefrorenem
Frischplasma oder C1-Inhibitor-Konzentrat fuhrte hin und wieder
zum Erfolg. Insgesamt sind die Moglichkeiten zur Beendigung einer
Attacke noch nicht zufriedenstellend. [36]

Zur Zeit wird ein rekombinanter C1-Inhibitor entwickelt. Dabei soll
das menschliche Gen in Tieren so eingebaut werden, dass der C1-
Inhibitor in deren Milch sezerniert wird. [36] Auch die Blockade von
Kallikerin, dem Enzym, welches zur Bradykininfreisetzung fuhrt und

des Bradykininrezeptors selbst sind in Erbrobung. [13][36]
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5.4 Ausblick

Fur die Diagnostik von Hamophilie A und Hereditarem Angioodem I
sind hochspezialisierte Untersuchungstechniken vonnoten. Patienten
sollten sich sinnvoll nach dem neuesten Stand des Wissens uber ihre
Erkrankung informieren konnen. Im Rahmen des Internetauftritts
des Instituts fur Humangenetik der Universitat Wurzburg konnte
dies realisiert werden. Suchmaschinen wie Google sollten diese
Informationsseiten als erstes Ergebnis der Suche nach Hamophilie
oder Hereditares Angioodem auffithren. So konnten
Fehlinformationen vermieden und schnell ein professioneller

Ansprechpartner gefunden werden.
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6 Zusammenfassung

Im Funfjahreszeitraum der Jahre 2000 bis 2004 wurden am Institut
fur Humangenetik der Universitat Wiurzburg mehr als 2300
Untersuchungen zur molekulargenetischen Bestatigung bzw.
Ausschluss eines Betroffenen-Status bzw. eines Ubertrager-Status fur
die Hamophilie A durchgefuhrt. Dies waren 20% aller in dieser
Arbeit erfassten molekulargenetischen Untersuchungen des

Instituts. Die Zahl der Untersuchungen stieg von knapp uber 400 im
Jahre 2000 auf 550 im Jahre 2003, fiel aber im Jahr 2004 wieder auf

den Ausgangswert zuruck.

Anforderungen fur F8-Mutationsanalysen kamen schwerpunktmalsig
aus Bonn, Frankfurt, Munchen und den neuen Bundeslandern. 55%
der untersuchten Patienten waren mannlich, 39% weiblich, wobei die
Zahl der weiblichen Patienten (Ubertragerdiagnostik) bis zum Jahre
2003 einen deutlichen Anstieg verzeichnete. In 72% der Falle konnte
eine Mutation nachgewiesen, in 25% der Falle konnte eine Mutation
ausgeschlossen werden. Durchschnittlich 3% der Falle blieben ohne
definitives Ergebnis, wobei dieser Wert am Ende des
Beobachtungszeitraums mit 1% deutlich unter den initialen 6% im
Jahre 2000 lag. Die primare Untersuchungsrate auf die Intron 22
Inversion sank von initial 40% (im Jahre 2000) auf knapp unter 20%
im Jahre 2004. Gleichzeitig stieg die Analytik mittels DGGE und
anschlieSender Sequenzierung von 60% auf 80%. Im Gegensatz zur
Intron 22 Inversion mit 29% der positiv-getesteten Falle spielte die
Intron 1 Inversion mit knapp 1% der positiven Ergebnisse nur eine

geringe Rolle.

Im gleichen Funfjahreszeitraum wurden 350 Untersuchungen zur
Bestatigung bzw. zum Ausschluss genetischer Veranderungen als

Ursache des Hereditaren Angioodems (HAE) durchgefuhrt. Die
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Haufigkeit der Mutationsanalysen im SERPING1-Gen ergab eine
bimodale Verteilung: Wahrend im Jahr 2000 knapp uber 100
Analysen durchgefuhrt wurden, sank diese Zahl im Jahr 2001 auf
unter 50, um dann bis zum Jahre 2004 auf nahezu 200 Falle pro Jahr
anzusteigen. 62% der untersuchten Patienten waren weiblich, 38%
mannlich, was der klinischen Prasentation der Erkrankung
entspricht. Das Durchschnittsalter lag zwischen 30 und 40 Jahren. In
52% der Untersuchungen gelang der Nachweis einer Mutation, in
34% der Falle war das Ergebnis negativ. In durchschnittlich 14% der
Falle konnte kein definitives Ergebnis erzielt werden. Wahrend
dieser Wert initial (im Jahre 2000) bei 30% lag, konnte er durch die
Verbesserung der molekulargenetischen Analytik bis zum Jahre 2004
auf unter 2% gesenkt werden. Unter den Einsendern dominierten die
GrofSraume Frankfurt und Mainz, wahrend nur jeweils 1% der
Anforderungen auf die GrolSraume Miunchen, Gera und Belgien
entfielen. Lt. Golwein et al. (2008) [33] fanden sich in der
Wirzburger Kohorte mit jeweils 33% bis 34% am haufigsten
Missense-Mutationen sowie kleinere Deletionen und Insertionen.
GrolSe Deletionen, Splice-site-Mutationen und Nonsense-Mutationen

waren mit jeweils ca. 10% sehr viel seltener.

Zusammenfassend ergeben sich aus der retrospektiven Auswertung
der Daten zur molekulargenetischen Analytik von Hamophilie A und
Hereditarem Angioodem wichtige Hinweise auf zeitlich und

technisch bedingte Fluktuationen, welche als Grundlage zukunftiger

analytischer Strategien dienen konnen.
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7 Abstract

At the Department of Human Genetics of the University of Wurzburg,
between the years 2000 and 2004 more than 2300 blood samples
have been tested in order to rule out or to confirm genetic
alterations in the X-chromosomal factor VIII gene. This amounts to
20% all genetic tests carried out during the five year interval. The
number of tested specimens increased from an initial 400 per year in
the year 2000 to 550 per year in the year 2003, and dropped down to
around 400 in the year 2004.

Requests for FVIII mutation analysis came mainly from Bonn,
Frankfurt, Munich and from former East-German-States. Initially,
55% of the analyzed patients were male and 39% female, but female
carrier diagnostics increased during the five year interval. A disease-
causing genetic alteration was detected in 72% of cases, while a
negative result was obtained in 25%. Initially, a result was not
obtained in 6% of cases, but this figure decreased to 1% at the end of
the study period. At the beginning of the study, 40% of the specimens
were first subjected to intron 22 inversion analysis. This rate
dropped down to 20% at the end of the study. Concurrently, the
utilization of DGGE-prescreening increased from 60 to 80%. Whereas
the intron 22 inversion comprised 29% of all positive cases, less than

1% of all cases had an intron 1 inversion.

During the same five year period, 350 analyses for confirmation or
exclusion of genetic alterations as cause of hereditary angioedema
(HAE) were performed. There was a bimodal distribution of the
frequency of the molecular HAE tests which declined from an initial

100 per year (in 2000) to 50 per year.

Collectively, the results of this retrospective analysis document

substantial temporal, geographic and methodological fluctuations in

Abstract 59



the provision of specialized genetic services which may serve as

guidelines for future improvements.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

BMD Becker'sche Muskeldystrophie

CCE Central core disease

DGGE Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese
DHPLC Denaturierende

Hochleistungsflussigkeitschromatographie

DMD Duchenne'sche Muskeldystrophie
F8 Faktor VIII

F9 Faktor IX

FRAX Fragiles X-Syndrom

FSHD Fazio-Skapulo-Humerale Muskeldystrophie
HAE Hereditares Angioédem

INH Inhibitor

IVS Informationsvermittlungsstelle
LGMD Gliedergurtelmuskeldystrophie

MHS Maligne Hyperthermie

MyD Myotone Dystrophie

OPMD Oculopharyngeale Muskeldystrophie
PCR Polymerase Kettenreaktion

SCS Saethre-Chotzen-Syndrom

SMA Spinale Muskelatrophie

SS Schwangerschaft
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